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RESUME

L’immunité adaptive et la discrimination entre le soi et le non-soi chez les vertébrés a
machoire reposent sur la présentation de peptides par les récepteurs d’histocompatibilité
majeur de classe I. Les peptides antigéniques, présentés par les molécules du complexe
d’histocompatibilité (CMH), sont scrutés par les lymphocytes T CD8 pour une réponse
immunitaire appropriée. Le répertoire des peptides du CMH de classe I, aussi appelé im-
munopeptidome, est généré par la dégradation protéosomale des protéines endogenes, et
a un role essentiel dans la régulation de I’'immunité cellulaire. La composition de I’'im-
munopeptidome dépend du type de cellule et peut présenter des caractéristiques liées
a des maladies comme le cancer. Les peptides antigéniques peuvent étre utilisés a des
fins immunothérapeutiques notamment dans le traitement voire la prévention de certains
cancers. La spectrométrie de masse est un outil de choix pour I’identification, le séquen-
cage et la caractérisation de ces peptides. Cependant, la composition en acides aminés,
la faible abondance et la diversité de ces peptides compliquent leur détection et leur sé-
quencage. Nous avons développé un programme appelé StatPeaks qui permet de calcu-
ler un certains nombres de statistiques relatives a la fragmentation des peptides. A ’aide
de ce programme, nous montrons sans équivoque que les peptides du CMH classe I, en
mode de fragmentation par dissociation induite par collision (CID), fragmentent tres dif-
féremment des peptides trypsiques communément utilisés en protéomique. Néanmoins,
la fragmentation par décomposition induite par collision a plus haute énergie (HCD)
proposée par le spectrometre LTQ-Orbitrap Velos améliore la fragmentation et fournit
une haute résolution qui permet d’obtenir une meilleure confiance dans I’identification
des peptides du CMH de classe I. Cet avantage permet d’effectuer le séquencage de novo
pour identifier les variants polymorphes qui ne sont normalement pas identifi€s par les
recherches utilisant des bases de données. La comparaison des programmes de séquen-
cage Lutefisk, pepNovo, pNovo, Vonode et Peaks met en évidence que le dernier permet
d’identifier un plus grand nombre de peptides du CMH de classe 1. Ce programme est
intégré dans une chaine de traitement de recherche d’antigenes mineurs d’histocompa-
tibilité. Enfin, une base de données contenant les informations spectrales de plusieurs
centaines de peptides du CMH de classe I accessible par Internet a été¢ développée.

Mots clés: antigenes, CMH de classe I, immunopeptidome, spectrométrie de
masse, séquencage de novo, polymorphisme mononucléotidique.



ABSTRACT

Adaptive immunity and discrimination between self and nonself in jawed vertebrates
relies on the presentation of peptides by the major histocompatibility (MHC) class I re-
ceptors. Foreign or self peptide antigens presented by the MHC molecules are probed by
CD8 T-cell lymphocyte for proper immune response. The repertoire of MHC I peptides
collectively referred to as the immunopeptidome is generated through the proteasomal
degradation of endogenous proteins and plays an important role in the regulation of cel-
lular immunity. The composition of the immunopeptidome is cell specific and can harbor
important hallmark of human diseases including cancer. Antigenic peptides can also be
used in immunotherapy to mount an appropriate immune response against cancer cells
displaying these peptides. Mass spectrometry is a tool of choice for the identification, se-
quencing and characterization of these peptides. However, the amino acid composition,
the low abundance and diversity of these peptides make their detection and sequencing
more challenging. We developed a software, called StatPeaks, that calculates statistics
relative to the fragmentation of peptides. Using this software, we demonstrate that under
collision induced dissociation (CID) MHC class I peptides fragment in a very different
fashion than tryptic peptides, commonly used in proteomics. However, the higher-energy
collisional dissociation (HCD) mode available on the LTQ-Orbitrap Velos enhances pep-
tide fragmentation and provides high resolution fragment information that significantly
improves the confidence in MHC class I peptide identification. This inherent advantage
confers the ability to perform de novo sequencing to identify polymorphic variants that
would normally elude conventional database searches. The comparison of de novo pep-
tide sequencing software Lutefisk, pepNovo, pNovo, Vonode and Peaks indicated that
the later software enabled higher rates of correct identification for MHC class I peptides.
This software was integrated into a data analysis pipeline for the identification minor his-
tocompatibility antigens (MiHAs). A web-based library that stores spectral information
of hundreds of synthetic MHC class I peptides was developed in support to the needs of
the immunopeptidome discovery program.

Keywords: antigen, MHC Class I, immunopeptidome, mass spectrometry, de

novo sequencing, single nucleotide polymorphism.
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CHAPITRE 1

INTRODUCTION

1.1 Les objectifs

Les peptides antigéniques du complexe d’histocompatibilité majeur de classe 1 ont
une importance cruciale dans le systtme immunitaire et sont impliqués dans plusieurs
maladies. De nombreuses études et approches thérapeutiques reposent sur I’identifica-
tion et la caractérisation de ces peptides. La spectrométrie de masse est devenue I’ outil
de choix pour leur analyse. Cependant, la composition en acides aminés, la faible abon-
dance et la diversité de ces peptides compliquent leur détection et leur séquencage. En
premier lieu, un programme permettant de calculer un certain nombre de statistiques
relatives a la fragmentation des peptides a été développé. Ensuite, une description des
caractéristiques de fragmentation des peptides du CMH de classe I a été faite a I’aide
d’une librairie de plusieurs centaines de spectres de peptides synthétiques. Nous avons
comparé les spectres issus de deux modes de fragmentation différents, CID et HCD.
Apres avoir démontré le gain d’information apporté par le second, nous avons évalué les
performances de 5 programmes de séquencgage de novo avec les peptides du CMH-I. Le
programme montrant les meilleures performances a été retenu pour intégrer une chaine
de traitement de recherche d’antigénes mineurs d’histocompatibilité. Pour terminer, on
décrit brievement la base de données MHCDB qui contient un ensemble de peptides du

CMH de classe I associés a leurs spectres de masse.



1.2 DL’immunité acquise et le complexe d’histocompatibilité majeur de classe I

Il est fort a parier que des I’apparition de la vie sur Terre, celle-ci a été en émulation
avec elle-méme. Il n’y a pas de forme de vie qui ne soit pas en compétition avec une
autre. Tres tot les organismes ont dii mettre en oeuvre des stratégies pour se protéger
de leurs compétiteurs, y compris les plus petits, et assurer leur pérennité. La survie de
I’espece humaine et de bien d’autres especes repose en grande partie sur leur systeme
de défense immunitaire qui est le fruit de millions d’années d’évolution. Il faudra sans
conteste de nombreuses années avant de découvrir tous les arcanes de ce systeme ex-
trémement développé. Parmi la plupart des especes animales et notamment les mammi-
feres, le systtme immunitaire repose sur deux composantes. L immunité innée, la plus
ancienne, est basée sur la reconnaissance d’éléments caractéristiques des pathogenes.
Elle déclenche une réaction inflammatoire. L immunité acquise, plus récente dans I’évo-
lution, est capable d’apprendre en détail la composition moléculaire de I’organisme tout
entier (le soi), et reconnait de fagon tres spécifique tout élément étranger (non-soi). Ce
dernier peut étre un virus ou encore a une protéine mutée pouvant conduire a un cancer.
Dans le cas de I'immunité acquise a laquelle on s’intéresse dans notre étude, la réaction
immunitaire est initiée par la présence d’une cellule cible infectée ou néoplasique avec
un lymphocyte T cytotoxique (CTL) qui exprime le marqueur CD8+. Son role est d’iden-
tifier, via les récepteurs TCR (T Cell Receptor), les cellules présentant a leur surface des
fragments peptidiques provenant de pathogenes ou de protéines découlant de transfor-
mations malignes (figure [[.T]). Ces fragments, aussi appelés peptides antigéniques, sont
fixés et présentés par les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de classe 1
(CMH-]) [73]. Ces peptides antigéniques sont issus de protéines sources dégradées par

le protéasome. Les peptides résultants sont internalisés par le canal TAP (Transporter



Associated with Antigen Processing) du réticulum endoplasmique puis clivés par des
aminopeptidases pour générer des peptides de 8 a 11 acides aminés qui s’associeront par

la suite aux récepteurs du CMH-I.

Lymphocyte T

cytotoxique récepteur TCR

peptide

CMH classe |

cellule cible

Figure 1.1 — Schéma de présentation des antigenes peptidiques par les molécules du CMH de classe
I au récepteur TCR. Le lymphocyte T cytotoxique interagit avec la cellule cible a travers la liaison de
son récepteur TCR avec le complexe d’histocompatibilité majeur de classe I sur lequel est lié le peptide.

Dans le cas de cellules saines, exemptes d’infection virale par exemple, ce sont des
fragments de protéines du soi qui sont présentés et aucune réponse immunitaire n’est
normalement déclenchée. En revanche si un peptide n’est pas reconnu comme apparte-
nant au soi, I’activation des CTL conduit a la lyse de la cellule afin que celle-ci ne se

multiplie pas ou que I’infection se ne propage pas a ses voisines.



1.2.1 Le complexe d’histocompatibilité majeur de classe I

Chez ’homme, le complexe d’histocompatibilité majeur (CMH) est aussi appelé
HLA (de I’anglais Human Leucocyte Antigen). Le CMH est composé d’une famille

de protéines comprenant trois classes de genes :

1. Les genes de classe I codent la chaine o des molécules du CMH-I. Ces chaines
lourdes, associées a la f2-microglobuline, sont reconnues par les lymphocytes T
CD8+. Les produits des loci HLA-A, HLA-B, HLA-C pour I’humain et H-2k et
H-2b pour la souris sont quasiment ubiquitaires et ont un grand polymorphisme

allélique. Chez I’humain, ces genes sont situés sur le chromosome 6.

2. Les genes de classe II codent les chaine o et B des molécules de CMH-II. Ces
genes sont exprimés dans un nombre restreint de cellules : les monocytes et les
lymphocytes B. Ces cellules se chargent avant tout de la présentation des antigenes

exogenes.

3. Les genes de classe III contrairement aux geénes précédents ne sont pas exprimés
a la surface de la cellule. Ils constituent un ensemble hétérogene de génes dont
certains ont néanmoins un lien avec le systtme immunitaire comme par exemple
ceux codant les sous-unités TAP1 et TAP2, et d’autres codant des sous-unités du

protéasome.

Ceux auxquels on s’intéresse sont les genes de classe I. Les protéines du CMH-I
se lient a des fragments de protéines et sont présentées a la surface des cellules nu-
clées. L’ensemble du répertoire des peptides présentés par les récepteurs du CMH-I dé-
crit I’'immunopeptidome d’une cellule a un moment donné. Le systeme de présentation

des peptides du CMH-I :



1. produit des peptides d’une longueur comprise entre 8 et 11 acides aminés qui

peuvent se loger dans le sillon des molécules de classe I ;

2. traitent des peptides de séquences variées qui représentent la diversité des motifs

de séquence des molécules de classe I ;

3. et, est rapide pour permettre une réponse immunitaire aussi prompte que possible

afin, par exemple, d’éviter la prolifération des pathogenes dans I’organisme.

1.2.1.1 La composition du complexe d’histocompatibilité majeur de classe I
Le complexe du CMH de classe I est I’association de différents partenaires :

1. la chaine lourde o,
2. la B2-microglobuline,

3. et, un peptide de 8 a 11 acides aminés.

Tous les partenaires sont indispensables pour la stabilité de la molécule. En 1’absence
d’un seul d’entre eux, la molécule ne migre pas a la surface de la cellule. La molécule
se compose d’un pied et d’une téte. Le pied, formé du domaine a3 de la chaine lourde,
assure I’ancrage dans la membrane plasmique qu’il traverse de part en part. La téte est
formée des domaines o1 et a2 de la chaine lourde (figure[I.2)) [40].

Les domaines a1 et a2, constitués de 8 plis B anti-paralleles, forment un plateau.
Deux hélices o constituent un sillon d’une longueur de 25 A et d’une largeur de 10
A. Les peptides présentés aux lymphocytes T viennent se loger dans ce sillon. Nombre
de résidus polymorphes, différenciant les alleles les uns de autres, se situent sur la face
interne des hélices o ou sur le plancher du sillon. Les peptides fixés par un allele different

des peptides fixés par un autre allele.
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Figure 1.2 — La structure 3D de la molécule du CMH-I HLA-A*2 avec le peptide antigénique WT1
(126-134 R1Y). La chaine a de la molécule du CMH-I a trois domaines extracellulaires a1, a2 et o3.
Elle est liée de fagon no-covalente a une chaine polypeptide, la f2-microglobuline. Alors que cette der-
niere est invariable, la chaine o est extrémement polymorphique, surtout dans les domaines o1, o¢2. Ces
domaines forment un sillon, ou autrement appelé une cavité, dans lequel vient se loger le peptide présenté
aux lymphocytes T cytotoxiques. La molécule du CMH-I traverse la membrane plasmique. Les ponts di-
sulfures sont représentés en orange. (Figure dessinée a l’aide de Inkscape et Jmol a partir du fichier PDB :
DOI :10.2210/pdb3myj/pdb).

1.2.1.2 Les motifs du complexe d’histocompatibilité majeur de classe I

Les peptides antigéniques qui se lient a une isoforme de CMH-I particuliere pré-

sentent a certaines positions des acides aminés identiques ou tres similaires. Ceux-ci
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Figure 1.3 — La structure 3D de la molécule du CMH-I HLA-A*2 avec le peptide antigénique logé
dans le sillon vu du dessus. Le peptide présenté aux lymphocytes T cytotoxiques vient se loger dans le
sillon formé par les deux chaitnes ¢. Ces peptides font dans la plupart des cas une longueur de 8 a 11 rési-
dus. (Figure dessinée a l’aide de Inkscape et Jmol a partir du fichier PDB : DOI :10.2210/pdb3myj/pdb)

correspondent a ce que 1’on appelle des résidus d’ancrage. L’ensemble de ces résidus
constitue le motif de liaison du CMH-I. Leur identification nous permet notamment de
prédire I’affinité de liaison entre des peptides et une isoforme du CMH-I [46] [17].
La non correspondance d’un seul acide aminé peut compromettre la liaison du peptide
avec la molécule du CMH-I. Le tableau [I.]|liste plusieurs peptides connus pour se lier a
la molécule HLA-A*0201.

A partir de ce sous-ensemble de peptides connus, on peut établir des régles définis-

sant quels peptides sont susceptibles de se lier a cette molécule HLA. Par exemple a la



Tableau 1.I - Un sous-ensemble de séquences de peptides connus pour se lier a I’isoforme HLA-
A*0201

Pl P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9
A L A K A A A A M
AL A K A A A A N
A L A K A A A AV
A L A K A A A A T
AL A K A A A AV
G M N E R P I L T
G I L G F V F T M
T L N A W V K V V
K L N E P V L L L
A v v P F I VvV S V

position 2, on peut dire que les acides aminés Leu (L), Met (M), Ile (I) et Val (V) sont
permis. L’acide aminé Leu semble néanmoins étre plus fréquemment observée. Méme
a partir de petits ensembles de données, des approches statistiques permettent de four-
nir une description des motifs de liaison et de prédire 1’affinité de liaison d’un peptide
donné pour telle ou telle isoforme du CMH-I [43] [[17]. Des équipes ont développé des
méthodes de prédiction mettant a profit des ensembles de plus de 200 peptides pour
une méme isoforme [68]. Plusieurs algorithmes de prédiction sont disponibles au pre-
mier desquels SYFPEITHI [65] et NetMHC-3.0 [44]. Ces outils bioinformatiques seront

présentés dans la sous-section [1.4

1.2.1.3 Le polymorphisme : un avantage et un inconvénient

Chacune des especes de vertébrés a un grand nombre d’alleles différents de chacun
des genes du CMH-I. Les cellules humaines expriment concurremment les protéines des
sous-classes A, B et C du CMH-I. Chacune de ces sous-classes comportent plusieurs
alleles. Les molécules du CMH-I font partie de celles présentant le plus de polymor-

phisme. A I’exception des jumeaux monozygotes, la probabilité de trouver deux indi-



vidus présentant un CMH-I identique est trés faible. Le polymorphisme, du point vue
de I’espece, est un avantage indubitable car il permet d’augmenter la probabilité qu’une
sous-population marginale survive a une épidémie. En effet, les modeles de co-évolution
hote-parasite montrent une adaptation du parasite au génotype hote le plus fréquent [[70].
Par conséquent, un hote qui posseéde un allele CMH rare est avantagé dans la population.
Ce phénomene crée une sélection fréquence-dépendante négative ou les alleles rares sont
favorisés jusqu’a ce que le parasite s’adapte. Cependant, le polymorphisme représente
une difficulté, voire un obstacle, pour les transplantations. La compréhension de la ge-
nese de 'immunopeptidome ainsi que de sa composition est essentielle pour mettre en

oeuvre des procédés minimisant le risque de rejet.

1.2.2 La présentation des antigenes du CMH de classe I

Le peptide antigénique lié a la molécule du CMH-I arrivant a la surface de la cellule
a da franchir plusieurs étapes avant d’en arriver la. Plusieurs organelles et molécules

interviennent dans le processus qui conduit a la présentation du peptide.

1.2.2.1 Le protéasome et les autres protéases impliquées

L’apprétement des peptides a la surface cellulaire repose a la fois sur des protéines
non spécialisées et des protéines exclusivement réservées a la présentation antigénique.
Parmi les premicres d’entre elles, on trouve les protéases cytosoliques (le protéasome
notamment) et des protéines chaperonnes du réticulum endoplasmique (RE). Parmi les
protéines spécialisées, on compte un transporteur de peptides situé a la membrane du
RE, deux aminopeptidases et une protéine chaperonne. Dans le cytosol, les protéines
devenues inutiles ou inutilisables sont dégradées par le protéasome [6]]. En plus des pro-

téines cytosoliques, celles non repliées ou mal assemblées sont pris en charge par cette
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protéase [S1]]. Cette derniere fait nulle distinction entre les protéines endogenes et celles
provenant de pathogenes. Elles sont prises en charge exactement de la méme maniere
et subissent le méme sort. En I’absence de pathogenes, seuls des peptides issus de la
dégradation de protéines endogenes sont présentés. Mais ces derniers ne déclenchent,
normalement, aucune réponse immunitaire car ils sont connus comme appartenant au
soi. Le systeme d’apprétement est lié a la dégradation des protéines. Cependant, plu-
sieurs études ont montré qu’une partie des peptides présentés a la surface cellulaire
provient de protéines ayant une courte demi-vie. Certaines n’ont d’ailleurs jamais été
fonctionnelles [88]. L’apprétement des peptides pourrait donc €tre autant lié au taux de
traduction des protéines qu’a la dégradation de celles-ci. Cette hypothese, bien que non
unanime [80], est séduisante car elle répond a la nécessité d’induire une réponse immu-
nitaire rapide lors d’une infection virale.

Le protéasome, représentant un ensemble de protéases multicatalytiques essentielles
dans le métabolisme des protéines cellulaires [6], se situe au tout début de la chaine
de traitement menant a la présentation des peptides antigéniques. Il est composé d’une
structure cylindrique, et composé de 28 protéines organisées en 4 anneaux appelés com-
plexe 20S. Les complexes 26S régulent I’acces des substrats dans la cavité cylindre.
Le role du protéasome est de dégrader les substrats marqués pour la dégradation par
une poly-ubiquitinylation [13]]. Le protéasome est équipé de trois spécificités cataly-
tiques [39] qui sont similaires a la trypsine (clivage apres les acides aminés Arg et Lys),
a la chymotrypsine (clivage apres les acides aminés Tyr, Phe, Leu et Ile) et a la caspase
(clivage apres Glu et Asp). Celles-ci lui conferent la possibilié de dégrader quasiment
toutes les protéines en peptides d’une longueur comprise entre 4 et 15 résidus. D’apres
certaines études, moins de 15% des peptides issus de la dégradation par le protéasome

auraient une longueur supérieure a celle des peptides du CMH-I [38]. D autres pré-
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tendent que les expériences in vitro ne sont pas fideles a ce qui se passe réellement dans
la cellule et que la plupart des peptides produits par le protéasome ont des longueurs
supérieures a 15 acides aminés [66]. Cette derniere hypothese sous-entend donc I'impli-
cation d’autres protéases pour produire des peptides de taille canonique, a savoir entre 8
et 11 acides aminés. Sous I'influence de I’interféron gamma, les trois sous-unités cata-
lytiques appelé protéasome constitutif sont remplacées pour donner lieu a la formation
de I’'immunoprotéasome [39]. Celui-ci est dépourvu de I’activité de type caspase qui est
sans utilité pour la présentation des peptides du CMH-I. En effet, les molécules de classe
I ne fixent pas de peptides avec un résidu acide en C-terminal. L immunoprotéasome se
veut donc étre plus efficace pour la présentation des peptides du CMH-I.

Seule une toute petite partie des peptides produits par le protéasome finit a la sur-
face de la cellule [39]]. Plusieurs protéases sont impliquées dans la destruction des pep-
tides [69] dont la demi-vie n’est pas supérieure a quelques secondes [66]. La tripepti-
dylpeptidase est une protéase qui affectionne les peptides de plus de 15 résidus. Celle-ci
pourrait jouer un role dans la présentation des peptides a la surface cellulaire [66] bien
que celui-ci semble étre limité [35)]. Les peptides de 8 a 13 résidus sont dégradés par
la thimet oligopeptidase [74] alors que ceux étant plus courts sont pris en charge par
d’autres aminopeptidases situées dans le cytsol et le RE [69]. Le point commun de toutes
ces protéases est leur activité aminopeptidase. Aucune protéase connue, autre que le pro-
téasome, ne se charge de I’autre extrémité. L’ ensemble des protéases impliquées dans la
constitution de la population de peptides antigéniques est responsable de la composition

et de la distribution des acides aminés le long de la chaine peptidique.
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1.2.2.2 Le transport des peptides du cytosol au réticulum endoplasmique

La translocation des peptides du cytosol au site d’assemblage avec les molécules du
CMH-I, le RE est assurée par le transporteur TAP [81] . Les cellules ayant un déficit en
TAP expriment tres peu de molécules du CMH-I a leur surface [82]. Parmi nombre d’es-
peces, notamment I’homme et la souris, le transporteur TAP semble avoir plus d’affinité
pour les peptides de 8 a 16 résidus. Ceci est en adéquation avec la longueur des peptides
pouvant étre associés aux molécules du CMH-I. En revanche, le motif des séquences pré-
férées pour la souris different de celles de I’homme [52] [8]. Chez ’homme, les acides
aminés volumineux (Tyr et Phe) et basiques (Arg) sont préférés alors que chez la souris
ils ne le sont pas. Des études ont mis en évidence par exemple la contribution importante
des trois positions aminoterminales pour le transport d’un peptide par TAP [8]. Alors que
les peptides matures ne passeront par aucune autre étape protéolytique une fois rendus
dans le RE, les peptides précurseurs tout juste transloqués peuvent subirent une der-
niere protéolyse du cote aminoterminal [67]]. Deux aminopeptidases ont été identifiées :
ERAP1 et ERAP2 (qui n’est pas exprimée chez la souris). La premiere préfere les ré-
sidus hydrophobes alors que ERAP2 affectionne davantage les résidus basiques [72].
Il a été montré que ces deux peptidases jouent un réle majeur dans la constitution de

I’immunopeptidome [28]].

1.2.2.3 [I’assemblage des peptides avec la molécule du CMH-I

Quatre protéines chaperones sont impliquées dans la formation du complexe peptide-
molécule du CMH-I (figure [16]. La molécule du CMH-I demeure instable sans
la présence d’un peptide. En attendant, qu’un peptide vienne se fixer a elle avec une

bonne affinité, elle reste associée aux protéines chaperones. La calnexine s’associe aux
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chaines lourdes tout juste synthétisées comme illustrée par la figure[T.4] La calréticuline
remplacant la calnexine ainsi que ERp57 aide la f2-microglobuline a s’associer a ces
dernieres. Il y a formation de ponts disulfures entre les chaines lourdes. Enfin intervient
la tapasine en liant le complexe a un transporteur TAP pourvu d’un peptide. Une fois
la molécule completement assemblée, elle se libere de TAP pour migrer vers la surface

cellulaire.
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Figure 1.4 — Apprétement des antigenes et chargement des molécules du CMH-I. (a) La chaine o
partiellement repliée se lie a la calnexine jusqu’a ce que la 32-microglobuline se lie a elle. (b) Le complexe
se libere de la calnexine, se lie au complexe de protéines (calreticuline, Erp57) et se lie a TAP via la
tapasine. (c) Les protéines cytosoliques sont dégradées en fragments par le protéasome notamment. (d)
TAP libere le peptide qui se lie a la molécule du CMH-I. La molécule du CMH-I compleétement assemblée
se libere de TAP et se dirige vers la surface cellulaire.

1.2.2.4 La présentation croisée des antigénes exogenes par les molécules du CMH

de classe I

Les cellules dendritiques sont capables de présenter des antigenes internalisés. Ces
dernieres mettent en oeuvre ce qu’on appelle la présentation croisée [86]]. Elle constitue
une voie de présentation qui permet aux antigenes extracellulaires internalisés de subir

le méme processus que celui décrit plus haut [86]. La présentation croisée permet aux
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cellules dendritiques de déclencher des réponses immunitaires contre des pathogenes en
utilisant les récepteurs du CMH-I et en présentant ceux-ci aux cellules T cytotoxiques

CDs.

1.2.3 L’importance de ’'immunopeptidome

Outre I’intérét pour la connaissance que représente la compréhension de la genese
de I'immunopeptidome, 1’utilisation thérapeutique des peptides du CMH-I connait un
regain d’intérét depuis quelques années [64]. Il convient de faire un tour d’horizon des
maladies concernées par I’immunopeptidome pour montrer combien son étude releve

d’une grande importance.

1.2.3.1 Les maladies autoimmnunes

Le systtme immunitaire a pour réle de protéger 1’intégrité de I’organisme. Néan-
moins, il arrive que celui-ci se trompe de cible et s’attaque a des tissus sains. On parle
alors de réactions autoimmunes. Il existe nombre de maladies pour lesquelles ces réac-
tions en sont la cause : le lupus, diabete de type 1, la polyarthrite rhumatoide, la spon-
dylarthrite ankylosante, le syndrome de Goujerot-Sjogren, la maladie de Crohn, la my-
asthénie, etc. Lorsque le systtme immunitaire s’attaque a une protéine de 1’organisme,
il ne parvient jamais a I’éliminer car celle-ci est en permanence synthétisée. C’est pour-
quoi ces réactions sont a I’origine de maladies chroniques. Le role du CMH-I dans les
maladies auto-immunes a été établis par plusieurs études comme dans le cas du lupus
par exemple [84]. Certaines recherches s’intéressent a la possibilité d’administrer des
antigenes qui pourraient stimuler des méchanismes tolérogéniques [63]] pour retarder ou

amoindrir I’expression phénotypique de la maladie.
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1.2.3.2 Les allergies

Il est avéré que la prévalence des allergies, notamment dans les pays industriali-
sés, ne cesse d’augmenter. Celles-ci peuvent causer des symptdmes bénins mais peuvent
dans certains cas s’avérer €tre plus grave ou nuire a la qualité de vie des personnes qui en
souffrent. Elles correspondent a des réactions inadaptées ou exagérées du systeme immu-
nitaire. Certaines recherches prometteuses se sont intéressées a 1’utilisation de vaccins

basés sur des peptides du CMH-I comme immunothérapies contre les allergies [85].

1.2.3.3 Le cancer

Le cancer est une des principales causes de mortalité. Le cancer résulte de la crois-
sance de cellules ayant perdu toute régulation. Pour détruire le cancer, il faut donc dé-
truire les cellules déréglées. Une des voies possibles consiste a générer une réponse
immunitaire contre les cellules néoplastiques. Une équipe menée par le Dr Perreault a
montré que I'injection de lymphocytes T CD8 pré-activés contre 1’antigene H7a peut
guérir des mélanomes malins chez la souris [S0]]. D autres équipes se sont intéressées
au développement de méthodes et d’outils bioinformatiques pour la découvertes d’anti-
genes tumoraux [75]. Leur objectif est de développer des immunothérapies basées sur
plusieurs épitopes associés a des cancers afin d’assurer une réponse immunitaire spéci-

fique et efficace contre les cellules cancéreuses.

1.2.3.4 Les vaccins

L’humanité n’est jamais a I’abri d’une pandémie dévastatrice. L’utilisation de la vac-
cination, dont le principe a été expliqué par Louis Pasteur, a permis d’éradiquer des

maladies ou d’en diminuer de fagon importante leur prévalence. L’identification de pep-
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tides du CMH de classe I qui induisent une réponse immunitaire constitue une voie
menant au développement de vaccin. Seule une petite fraction des peptides du protéome
du pathogene est capable d’induire une réponse immunitaire. Ceci est principalement di
a la sélectivité de I’apprétement des peptides du CMH de classe 1. Pour chaque allele de
classe I, seulement 1 sur 2000 peptides sera immunodominant [87]. La détermination de
peptides candidats, induisant une réponse immunitaire, pour le développement de vaccin

constitue un véritable défit.

1.2.3.5 La greffe allogénique

Lallogreffe se distingue de 1’autogreffe par le fait que le donneur et le receveur sont
deux personnes différentes. Le patrimoine génétique est forcément différent entre les
deux personnes a moins qu’il ne s’agisse de vrais jumeaux (isogreffe). Intervient alors
la notion d’histocompatibilité. Le donneur et le receveur doivent étre HLA compatibles.
Au sein d’une fratrie, la probabilité d’obtenir un donneur et un recevoir histocompatibles
est plus grande puisqu’il partage une partie de leur patrimoine génétique. La greffe myé-
loablative, indiquée dans les cas de leucémie par exemple, consiste a détruire les cellules
hématopoiétiques du receveur avant de transplanter les cellules souches saines d’un don-
neur. Dans cette stratégie thérapeutique, les cellules tumorales, le systéme sanguin du
patient responsable de la maladie ainsi que son systeme immunitaire sont détruits. Les
cellules néoplastiques sont la cible du systeéme immunitaire du donneur qui remplace ce-
lui du receveur incapable d’identifier ces dernieres. C’est ce que 1’on appelle la réaction
du greffon contre la tumeur (GVL) que I’on cherche a provoquer. Les lymphocytes T
provenant du greffon sont capables de reconnaitre et de détruire les cellules tumorales
chez le receveur. Pourvu d’un nouveau systeme immunitaire, le patient sera armé pour

lutter contre la maladie et minimiser les probabilités de rechute. Néanmoins cette greffe
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comporte plusieurs risques. Parmi lesquels figure la réaction du greffon contre 1’hote
(GVH) ou les lymphocytes T provenant du greffon s’attaquent aux tissus du receveur.
Méme lorsqu’il s’agit de greffes allogéniques au sein d’une fratrie, il y a un taux im-
portant de réaction de ce type. Le taux de GVH chronique varie entre 40 et 70% [49]].
Celle-ci peut étre induite par les antigenes mineurs d’histocompatibilité auxquels on
s’intéressera dans le chapitre 7. La spectrométrie de masse constitue une solution de

choix pour I’identification de ces antigenes mineurs.

1.3 La spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse est devenue un outil trés précieux pour I’étude du pro-
téome. Elle I’est tout autant pour 1’étude des peptides du CMH-I1. Les progres techniques
permettent aujourd’hui d’espérer des découvertes prometteuses découlant de son utili-
sation dans le domaine de I’immunologie. Dans le cadre de notre étude, elle est utilisée

pour déterminer la séquence des peptides du CMH-1.

1.3.1 Une vue d’ensemble

La spectrométrie de masse est une technique de détection tres sensible qui permet de
déterminer des structures moléculaires. Le spectrometre de masse est souvent couplée
avec un systeme de chromatographie, d’une méthode de séparation ainsi que d’une mé-
thode d’identification. Un composé organique introduit dans le spectrometre de masse
est ionisé, et ce, par différentes méthodes d’ionisation possibles. Certaines d’entre elles
sont tres énergétiques et conduisent a une fragmentation importante. D’autres sont plus
douces et ne produisent pas de fragmentation. L’obtention de I’ion moléculaire permet

de déterminer la masse molaire du composé. Des ruptures de liaison chimique aboutis-
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sant a la formation d’ions fragments peuvent avoir lieu. Celles-ci sont caractéristiques
car elles suivent un processus déterministe. Les ions fragments sont séparés en fonction
du rapport masse/charge (notée m/z). Ils sont collectés par un détecteur qui convertit le
courant ionique en courant électrique. C’est I’ensemble des ions fragments produits qui
constitue le spectre de masse permettant in fine la détermination de la structure molé-
culaire du composé. Les fragments non chargés ne peuvent étre détectés. La figure [1.5]

montre la structure d’un spectrometre de masse.

Réle

Produire les ions en phase

L gazeuse
Source d'ionisation

Séparer les ions en phase
gazeuse

Analyseur

Convertir le courant ionique

. en courant électrique
Détecteur

Générer le spectre de masse
Traitement
du signal

Figure 1.5 — Structure d’un spectrometre de masse. Le spectrometre de masse se compose principa-
lement de 4 éléments : la source d’ionisation, 1’analyseur, le détecteur et la partie qui traite le signal pour
générer le spectre de masse.
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1.3.2 La source d’ionisation

La source d’ionisation, comme son nom 1’indique, permet I’ionisation des substances
a analyser. L’une des caractéristiques importantes est la quantité d’énergie interne trans-
férée. Plus celle-ci est élevée, plus elle conduit a la fragmentation de la molécule. La
source d’ionisation employée dépend de la nature physicochimique de la molécule a
analyser. Pour 1’étude des protéines et des peptides, les méthodes d’ionisation les plus
utilisées sont le bombardement par atomes ou ions rapides (FAB ou LSIMS), 1’électro-
nébulisation (ESI) et la désorption-ionisation laser assistée par matrice (MALDI). Ces
techniques peu énergétiques conduisent a la formation d’ions stables et sans fragments.
Les spectrometres que nous avons employés pour notre étude, a savoir le LTQ Orbitrap
XL et le LTQ Orbitrap Velos, utilisent I’électronébulisation. Cette technique, utilisant
un processus électrochimique, a été inventée par Fenn dans les années 1980 et s’est ré-
pandue depuis les 1990. En effet, elle présente de nombreux avantages aux premiers
desquels la sensibilité tres élevée et la possibilité de couplages avec la chromatographie
liquide ou I’électrophorese capillaire [53] [10]. La technique consiste a appliquer a pres-
sion atmosphérique un fort champ électrique sur un liquide traversant un tube capillaire
avec un faible débit (moins de 100 pl/min). Entre le capillaire et la contre-électrode est
appliquée une différence de potentiel de 3 a 6kV générant un champ électrique. Lorsque
la pression des charges accumulées a la surface du liquide est suffisante, la force exercée
surpasse la tension superficielle et des gouttelettes se détachent formant un jet nano-
métrique. L’ évaporisation du solvant conduit au rétrécissement des gouttelettes et donc a
I’augmentation de la densité de charge. Les forces coulombiennes répulsives vont contre-
balancer les forces de cohésions et conduire a I’explosion des gouttelettes. Un nuage de

fines gouttelettes se forme. Ce processus se répete jusqu’a ce que la densité de charge
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devienne suffisante pour conduire a la désorption des ions. Ce procédé permet une ioni-
sation douce. Ce sont donc en majorité des ions moléculaires qui sont formés.

Capillaire

Céne de Taylor

Formation des gouttelettes

Pression = 1 bar

Fission des gouttelettes

—)

Vers
1*analyseur

Gaz de désolvation

Tension de 3 @ 6 kV

Figure 1.6 — Source d’ionisation par électronébulisation. Le nuage de gouttelettes se forment a 1’ex-
trémité du capillaire jusqu’a la désorption des ions qui sont dirigés vers 1’analyseur.

1.3.3 Les analyseurs

Les analyseurs réceptionnent les ions produits et se chargent de les séparer suivant
leur m/z. Les spectrometres utilisés dans la présente étude utilisent deux analyseurs

différents : la trappe ionique linéaire et la trappe électrostatique.

1.3.3.1 La trappe ionique linéaire

La trappe ionique linéaire (LTQ) est une trappe ionique ayant la spécifié d’étre de
géométrie linéaire. Comme pour les autres trappes ioniques, son fonctionnement est basé
sur I’action d’un champ électrique radiofréquence sur les ions. Le mouvement de ceux-

ci dépend de leur masse m ainsi que de leur charge z. Il y a des zones de stabilité pour
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lesquelles les ions d’une certaine masse m peuvent avoir un mouvement stable et donc
rester piégés dans la trappe ionique. Les ions piégés dans la trappe sont éjectés sélecti-
vement en fonction de la valeur m/z. Le LTQ permet d’augmenter de fagon considérable
la rapidité d’acquisition et par conséquent les performances de I’instrument. Elle a une
excellente sensibilité du balayage et est tout adapté a la spectrométrie en tandem (dont

le principe est expliqué dans la sous-section |(1.3.4).

1.3.3.2 La trappe électrostatique

La trappe électrostatique (aussi appelé Orbitrap) a été inventée par Alexander Alek-
seevitch Makarov [48]] [33] et a fait I’objet d’un premier brevet en 1999. Elle se compose
d’une électrode en forme de tonneau a I'intérieur de laquelle se trouve une électrode
en forme de fuseau. Une tension continue est appliquée entre les deux électrodes. Les
ions sont injectés tangentiellement et avec une énergie cinétique de quelques keV. Ils
oscillent alors suivant I’axe z en formant des spirales autour de I’électrode interne. La
forme des deux électrodes conduit a la formation d’un champ électrostatique quadro-

logarithmique. Les oscillations des ions suivant I’axe z ont une fréquence ([I.1)) :

o=/(S)k (1.1)

Seul le rapport m/z affecte cette fréquence. Le méthode de la transformée de Fourier
est utilisée pour convertir la fréquence en m/z. La précision en masse est trés bonne (1-2

ppm) et la résolution (100 000).
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1.3.4 La spectrométrie de masse en tandem

La spectrométrie de masse en tandem (communément appelée MS/MS) est une mé-
thode qui implique au minimum deux étapes d’analyse de masse (figure [I.7). La pre-
miere étape consiste a sélectionner et isoler un ion, appelé ion précurseur. Ensuite celui-
ci est fragmenté dans un cellule a collision rempli d’un gaz inerte. La deuxieme étape
consiste a analyser les ions fragments générés par la premiere étape. Il existe deux types
de spectrometre de masse en tandem. Le premier, basé sur une séparation spatiale, met
en oeuvre le couplage de deux analyseurs. Le deuxieme, basé sur une séparation tem-
porelle, utilise un dispositif de stockage d’ions. Dans notre étude, nous employons deux
spectrometres de masse en tandem qui se basent sur une séparation spatiale utilisant une
cellule de collision. En protéomique, la spectrométrie de masse en tandem est notam-
ment utilisée pour élucider la séquence des peptides. En effet, a cause de la stabilité des
liaisons, le peptides se clivent principalement aux niveaux des liaisons peptidiques. Ceci
est mis a profit pour déterminer leur séquence. Nous parlerons dans la sous-section

de la fragmentation des peptides et I’interprétation des spectres résultants.

1.3.5 La dissociation induite par collision

La spectrométrie de masse en tandem nécessite la fragmentation des ions précur-
seurs. La collision de ceux-ci avec un gaz cible entraine leur activation ainsi qu’un gain
d’énergie interne suffisant pour induire la dissociation des liens peptidiques. La méthode
la plus utilisée se base sur les collisions (CID) et se déroule en deux étapes. La premicre
correspond a la collision de I’ion durant laquelle une portion de 1’énergie translationnelle
est convertie en énergie interne. Cette étape conduit I’ion dans un état excité. Dans une

deuxieéme étape, 1’ion se décompose en fragments. Il existe différentes méthodes pour
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Figure 1.7 — Principe de la spectrométrie en tandem. un ion est sélectionné par le premier analyseur
MS1. Celui est ensuite fragmenté dans la cellule a collision. Finalement, les ions fragments résultants sont
analysés par le second analyseur MS2.

I’activation d’ions par collision. Dans les spectrometres qui ont été utilisés se trouve
une cellule a collision située entre les deux analyseurs qui renferme un gaz inerte a une
pression suffisante. L’ajout d’énergie conduit a une augmentation de la population des
formes ayant des énergies plus élevées. Le proton est délocalisé a différents endroits sur
chaine peptidique. La présence de ce proton initie la fragmentation au niveau des liaisons
peptidiques pour former des ions fragments [20]]. Les spectrometres de masse utilisent
dans le cadre de cette étude un régime collisionnel a basse énergie (entre 1 et 200 eV)
et les fragmentations a haute énergie (quelques keV). Les deux modes de fragmentation
CID et HCD utilisés dans notre étude se rapporte a la fragmentation par collision a basse
énergie. Le mode HCD permet notamment une fragmentation a plus haute énergie que
le mode CID et sans perte de fragments de basses masses. Elle offre une précision en

masse et une sensibilité accrues.
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1.3.6 Les spectrometres utilisés
1.3.6.1 Le spectrometre de masse LTQ-Orbitrap XL

Le spectrometre de masse LTQ-Orbitrap XL est un appareil hybride constitué d’une
trappe ionique linéaire couplée a une trappe électrostatique via une C-trap. Il combine les
avantages des deux analyseurs. Les avantages de la trappe ionique linéaire sont la haute
sensibilité, la gamme dynamique élevée, le temps de cycle rapide. La fragmentation des
précurseurs a lieu dans cette premiere trappe. Quant a la trappe électrostatique, elle four-
nit une haute précision en masse et une haute résolution. Elle se charge de I’acquisition
des spectres de masse. Les caractéristiques de ce spectrometre en fait 1’outil adapté pour
I’analyse des protéines et des peptides.
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Figure 1.8 — Schéma général du LTQ-Orbitrap-XL. LTQ-Orbitrap XL est un appareil hybride constitué
d’une trappe ionique linéaire couplée a une trappe électrostatique (orbitrap) via une C-trap qui assure le
transfert des ions de la trappe linéaire a la trappe électrostatique. (souce : www. t hermo . com)

L’appareil est équipé d’une source d’ionisation électronébulisation. Elle utilise une
sonde dynamique pour le couplage a un systeme chromatographique a nano débit (na-

noLC). Le premier analyseur de masse est une trappe ionique linéaire, permettant de
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travailler sur une gamme de masse allant de 15 a 4000 m/z (15 — 200 m/z, 50-2000
m/z, et 100-4000 m/z). Le transfert des ions est assuré par un octopole, qui amene les
ions dans un piege intermédiaire appelé C-Trap. Les ions sont ensuite pulsés vers le
trappe électrostatique. Le vide tres poussé et 1’injection rapide des ions dans la trappe
électrostique permettent aux ions d’étre stables pendant plusieurs secondes. Ceci permet
d’obtenir une haute résolution et une haute précision de masse. La gamme de masse de
la trappe électrostatique est la méme que celle du premier analyseur. Dans notre étude,

nous utilisons ce spectrometre pour les analyses de la fragmentation en mode CID.

1.3.6.2 Le spectrometre de masse LTQ-Orbitrap Velos

Cet appareil est le dernier de la série des LTQ-Orbitrap et bénéficie des dernicres
améliorations. Les trois nouveaux composants qui conferent a cet appareil des perfor-

mances inégalées sont :
1. un systeme de transfert des ions plus performant (S-lens),
2. une trappe ionique a double pression,
3. et une cellule HCD plus performante.

A la place de la trappe ionique linéaire utilisé dans le spectrométre briévement décrit
plus haut, ’assemblage de deux trappes ionique a pression différentes séparées par une
lentille est utilisée. La premiere trappe est remplie d’hélium a haute pression alors que la
deuxieéme a une plus faible pression. Grace a ses composants et a une sensibilité 10 fois
supérieure que celle du LTQ-Orbitrap XL, ce spectrometre permet d’obtenir une haute
résolution et une haute précision en masse de facon routiniere [S7]. Ce spectrometre

permet de détecter des ions fragments a de faible masse et donc d’obtenir des spectres
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plus informatifs. Dans notre étude, nous utilisons ce spectrometre pour les analyses de

la fragmentation en mode HCD.
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Figure 1.9 — Schéma général du LTQ-Orbitrap-Velos. Le conception a trappe ionique a double pression
permet une capture efficace et une activation a haute pression (a gauche) et une détection dans la cellule a
basse pression (a droite). Une lentille (S-lens) permet d’augmenter le flux d’ions de la source d’ionisation
(ESI) dans I’instrument par un facteur de 5 a 10. L’association du C-trap et de la cellule a collision HCD
fournissent une extraction des ions fragments améliorés et un meilleur piégeage.

1.3.7 La fragmentation des peptides et leur séquencage

Les peptides sont des chaines d’acides aminés reliées par des liaisons peptidiques.
On dénombre 20 acides aminés. Les peptides fragmentent principalement le long de la
chaine principale avec souvent le transfert d’un atome d’hydrogene (ou 2) conférant a
I’ion une stabilité. On peut distinguer deux catégories de fragments. Les premiers pro-
viennent du clivage d’une ou de deux liaisons de la chaine peptidique. Les seconds su-
bissent en plus un clivage de la chalne latérale d’un acide aminé. Le clivage au niveau
de la chaine peptidique peut se faire aux niveaux de trois liaisons : Cat —C, C — N,
N — Ca comme le montre la figure [[.10(a). Le clivage au niveau de la premiére liaison
peut donner des fragments a, si la charge est du co6té N-terminal et x,, si elle est du cote
C-terminal. De facon analogue, le clivage au niveau de la deuxieme liaison donne des

fragments b, et y,. Et enfin au niveau de la troisieéme liaison, on peut observer des frag-
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ments ¢, et z,. Alors que I’activation a basse énergie génere principalement les types
d’ion b, et y,, a haute énergie on peut observer I’ensemble des types de fragments.
Cependant, comme il sera discuté plus loin, la fragmentation dépend aussi grandement
de la composition en acides aminés du peptide. C’est la différence de masse entre les
ions fragments consécutifs qui permet d’identifier les acides aminés et reconstruire la
séquence du peptide. La figure (b) décrit la nomenclature pour les différents ions
fragments. La figure[I.10](c) montre comment reconstruire la séquence peptidique a par-
tir du spectre. Par exemple, la masse séparant les pics correspondants aux fragments b
et by est égale a celle de I’acide aminé A, la méme chose pour ’acide aminé A3. La
connaissance de la masse de 1’ion précurseur permet de compléter la séquence. Un pep-
tide de n résidus génére au maximum (n — 1) ions fragments a,, b, ,cp, Xn, Yy €t z,. De
plus, les fragments b, et y, notamment peuvent subir des pertes de molécules neutres
comme H>O ou NHj3 a partir des chaines latérales des acides aminés. On observe aussi
des fragments internes qui résultent de la fragmentation a la fois du c6té N-terminal
et C-terminal. Les ions immoniums peuvent également apparaitre dans les spectres. Ils
correspondent aux clivages multiples de la chaine peptidique.

La position N-terminale des peptides est un site favorable a la charge. Les atomes
d’azote des liaisons amides peuvent aussi étre porteur de charge. Dans les peptides conte-
nant des acides aminés basiques (Arg, Lys, His et Pro), la charge est préférentiellement
localisée sur ces résidus. Les peptides dépourvus de ces acides aminés produisent indiffé-
remment des fragments b, et y, méme si les premiers sont favorisés avec I’augmentation
de la taille du peptide. En revanche, les peptides contenant des résidus basiques vont pro-
duire davantage de fragments y, s’ils sont localisés sur le c6té C-terminal. Cependant,
si ces résidus sont du c6té N-terminal, on observera en majorité des fragments b,. Ceci

illustre, en partie seulement, 1’influence de la composition des peptides sur le profil de
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Figure 1.10 — Fragmentation de la chaine peptidique et nomenclature. (a) Les différentes liaisons
brisées par 1’activation par collision . (b) La nomenclature pour des différents types d’ions fragments. (c)

Le spectre théorique pour le peptide AjA2A3A4. On observe 6 pics correspondant aux ions fragments y,, et
b,. Les ions fragments ont tous la mé€me abondance relative mais ce n’est jamais le cas en pratique. Les
ions b; et by sont séparés par un m/z correspondant a la masse de ’acide aminé A; et ainsi de suite.

fragmentation.
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1.3.8 L’identification des peptides

A partir des spectres de masse obtenus, deux principales méthodes bioinformatiques
s’offrent a nous pour identifier les peptides et éventuellement les protéines sources. La
premiere se base sur 'utilisation d’une base de donnée de séquences de protéines ou
génomiques. Alors que la deuxieme vise a interpréter le spectre sans aucune autre infor-

mation. L’une comme 1’autre ont leurs avantages et leurs inconvénients.

1.3.8.1 Les moteurs de recherche

Pour une séquence peptidique donnée, il est possible de déterminer un spectre de
masse théorique. Nous pourrions imaginer générer les spectres théoriques pour tous les
peptides possibles et calculer la similarité de ceux-ci avec le spectre expérimental dont
on cherche a connaitre la séquence. Cependant, on se heurte a un probleme de taille. En
effet, le nombre de peptides possibles pour uniquement ceux qui comptent 10 résidus
est égal a 20'°. C’est pourquoi il a été proposé de comparer les spectres expérimen-
taux uniquement avec ceux calculés a partir des protéines répertoriées dans les bases
de données [7/6]]. Plusieurs moteurs de recherche utilisent ce principe de recherche de
similarité spectrale : SEQUEST [22], X !tandem [15], MASCOT [60], etc. La recherche
est limitée aux séquences peptidiques ayant des masses correspondant a celle du pep-
tide précurseur. Il existe deux catégories d’algorithmes : les algorithmes heuristiques et
les algorithmes probabilistes [34]. Les premiers se basent sur le comptage du nombre
de pics partagés entre les spectres théoriques et expérimentaux (SEQUEST, X !tandem).
Les deuxiemes, dont fait partie MASCOT, se base sur un calcul de score probabiliste.
L’approche consiste a calculer la probabilité que la correspondance observée entre les

données expérimentales et chaque entrée de la base de données est un événement fortuit.
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La meilleure correspondance est celle qui présente la probabilité la plus faible. Le seuil
de signification le plus utilisé est que la probabilité de I’événement observé se produi-
sant par hasard soit inférieure a un sur vingt (p <0,05). En fait, MASCOT transforme
la probabilité P par la formule —10Logo(P). Cela signifie que le meilleur candidat est
celui qui a le score le plus élevé, et un bon candidat a typiquement un score supérieur a
50.

La comparaison du spectre expérimental avec ceux générés a partir d’'une banque de
séquences est couramment utilisée car elle est considérée plus fiable que 1’approche ex-
posée dans la sous-section Néanmoins, elle présente 1’inconvénient que seuls les
peptides pour lesquels la protéine source est répertoriée peuvent etre identifiés. L’identi-
fication de peptides porteurs de mutation, par exemple, est impossible.

Dans les études protéomiques, on utilise habituellement une enzyme, appelée tryp-
sine, qui clive les protéines en position C-terminale des acides aminés Arg ou Lys. Pour
une méme protéine, on peut donc avoir plusieurs peptides pour lesquels on obtient les
spectres de masse. Plus le nombre de peptides observés pour une protéine est impor-
tant, plus son identification est probable. Si on observe 4 peptides d’une méme pro-
téine source, on peut étre quasiment certain que cette protéine est effectivement présente
dans notre échantillon. Ceci est moins vrai dans le cas ou I’on n’a qu’un peptide. D’au-
tant qu’une séquence peptidique n’est pas nécessairement associée a une seule protéine
source [36]. Dans le cas qui nous intéresse, il y a rarement deux peptides du CMH-I de
séquences peptidiques différentes pour une méme protéine source. Ceci illustre ’une des

difficultés présentées par les peptides du CMH-I.
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1.3.8.2 Le séquencage de novo

Le séquencage de novo consiste a déterminer la séquence du peptide a partir du
spectre MS/MS sans connaissance a priori. Il peut étre formulé comme suit : pour une
spectre expérimental S, un peptide de masse m, et un ensemble de types de fragments
A , trouver une séquence (ou un ensemble de séquences) avec la masse m qui donne
I’appariement maximal pour le spectre S. Choisir la meilleure correspondance implique
I’implémentation d’un calcul de score. L’approche qui est utilisée par quasiment tous les

algorithmes de séquencage de novo repose sur 2 étapes :

1. déterminer un ensemble de séquences candidates,

2. et déterminer un score pour chacun des candidats en fonction du spectre R.

La majorité des algorithmes de séquencage de novo utilisent des approches fondées sur
les graphes spectraux. A chacun des pics d’un spectre est associé un sommet dans un
graphe spectral. Deux sommets sont reliés par une arc si leur masse differe de la masse
d’un acide aminé. Chacun des pics du spectre expérimental est transformé en plusieurs
sommets dans un graphe spectral ou chacun d’entre eux représente une association plau-
sible entre le pic et un type de fragment (y, b, etc.). La détermination de la séquence
de novo revient donc a trouver le plus long chemin dans le graphe acyclique orienté.
D’autres méthodes basées sur une recherche exhaustive impliquant la production de
toutes les séquences peptidiques possibles ont été développées. Elles consistent a trou-
ver le spectre théorique présentant le meilleur appariement avec le spectre expérimental.
Vu le nombre important de séquences possibles, cette stratégie oblige 1’utilisation de
techniques d’élagage qui écarte parfois la bonne solution. Nous verrons au chapitre 4
des algorithmes qui utilisent des variantes de ces stratégies. D autres approches intéres-

santes et prometteuses qui sont basées sur les chaines de Markov cachées sont utilisées



32

(novoHMM [23]). Les variables aléatoires observables sont les pics de masse expéri-
mentaux et les variables cachées correspondent a la séquence peptidique. Néanmoins,
comme expliqué au chapitre 4, le programme novoHMM n’a pas été retenu. Le princi-
pal avantage du séquengage de novo par rapport a 1’identification basée sur les banques
de données est sa tolérance aux erreurs de séquence, aux mutations et aux délétions
d’acides aminés. De plus, cette approche peut etre couplée avec des algorithmes de re-
cherche de similarités de séquences dans les banques de données. En fait, pour un pro-
cessus de fragmentation idéal conduisant au clivage de toutes les liaisons peptidiques et
un spectrometre de masse idéal (exempt d’erreur), le probleme du séquencage de novo
est relativement simple. Mais dans la pratique, c’est loin d’€tre idéal et par conséquent
la séquencage n’est pas une tache facile. Les spectres expérimentaux contiennent rare-
ment tous les ions fragments et sont toujours bruités. De plus, I'imprécision sur la masse

augmente le nombre de séquences peptidiques possibles de facon exponentielle.

1.4 La prédiction de peptides du CMH de classe I

La bioinformatique nous fournit des outils tres utiles pour les investigations rela-
tives aux peptides du CMH-I. Comme mentionnée dans la section[I.2.2] seule une petite
partie des peptides issus de la dégradation des protéines dans le cytosol va étre effec-
tivement présentée a la surface de la cellule. On estime qu’en moyenne seul 0,5% de
tous les peptides possibles d’une longueur de 9 résidues (soit 0,005 x 20°) peuvent se
lier aux molécules du CMH-I avec une grande affinité alors que 99% seront totalement
ignorés [87]. Un peptide se retrouve finalement a la surface de la cellule parce qu’il cor-
respond a un motif particulier. Chez I’humain, les molécules du CMH-I sont encodés

par 3 différents loci appelé A, B et C. Chacun des ces geénes sont treés polymorphiques.
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Pour chaque locus, des centaines d’alleles existent. Et chacune des ces dernieres se lient
a un sous-ensemble spécifique de peptides. Les alleles ont été regroupés en 9 supertypes
partageant grossierement la méme spécificité [43]]. L’intérét de ces supertypes, du point
vue bioinformatique, est de pouvoir limiter la recherche de peptides du CMH-I poten-
tiels a une sous-population d’alleles du CMH-I. Pour la plupart des molécules du HLA,
le deuxieme et le dernier résidu du peptide constituent des positions d’ancrage [65]]. Les
premiers algorithmes développés, notamment SYFPEITHI [65], partent de I’hypothese
que chacun des résidus le long de la s€équence contribue indépendamment a une énergie
de liaison [59]]. L’ énergie cumulée reflete I’ affinité de liaison du peptide avec la molécule
du CMH-I. Cependant, ces approches ne tiennent pas compte du fait que I’affinité d’un
acide aminé peut €tre influencée par ses voisins. Des algorithmes basés sur les réseaux
de neurones artificiels ont ét€¢ développés et montrent les meilleures performances [46].
D’autres approches algorithmiques ont été€ mises en oeuvre telles que les chaines de Mar-
kov cachées [89] ou les machines a vecteurs de support [17]. Nous verrons au chapitre 5
une utilisation de ces outils bioinformatiques pour évaluer la plausibilité qu'un peptide

d’une séquence donnée se lie effectivement a la molécule du CMH-I.



CHAPITRE 2

LE PROGRAMME STATPEAKS

La spectrométrie de masse est d’une grande aide pour I’identification des peptides du
CMH-I. Cependant, leur composition en acides aminés complique leur détection et leur
séquencage. En effet, on observe que les spectres de ces peptides sont moins informatifs
et ont des profils différents de ceux des peptides trypsiques. L’ amélioration de I’interpré-
tation de leurs spectres repose en premier lieu par la caractérisation de ceux-ci. A ce jour,
aucune étude sur les profils de fragmentation des peptides du CMH-I n’a été publiée.
Pour mener cette étude, un outil bioinformatique, appelé StatPeaks, a été développé par
moi-méme. Il calcule un ensemble exhaustif de statistiques relatives a la fragmentation
des peptides a partir d’une librairie pouvant contenir des milliers de spectres expéri-
mentaux pour lesquels on connait les séquences peptidiques correspondantes. Bien que
StatPeaks ait été développé initialement pour 1I’étude de la fragmentation des peptides
du CMH-I, aucune restriction n’est imposée sur la nature ou I’origine des peptides. Par

conséquent, il peut €tre utilisé dans le cadre d’autres études.

2.1 La détermination des spectres théoriques

La premiere tache de StatPeaks est d’annoter les fragments observés dans les spectres
expérimentaux. Pour ce faire, le programme calcule le spectre théorique correspondant a
la séquence peptique associée au spectre expérimental. Le programme calcule la masse
de chacun des ions pouvant résulter de la fragmentation d’un peptide donné sachant sa
séquence S (aj, ay, ... a,) de longueur n. Le calcul du spectre utilise les valeurs de masse

les plus précises disponibles (http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov). L'utilisa-
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tion du type double précision (double) est généralisée et la propagation d’erreurs d’ar-
rondi est négligeable. On utilise un compilateur GNU Compiler Collection (GCC) per-
mettant 1’utilisation du codage double précision étendue.

Pour chaque sous-séquence possible de la séquence S de taille n contenant le ré-
sidu N-terminal (ions fragments ay, by, ou cy), finissant a la position & (k € [1;n—1]) et

simplement chargé, StatPeaks calcule les masses suivant les équations suivantes :

Mg (ar,az,....ax) = Y m(a;) +m(H) —m(CO) 2.1)
i=1
k
My, (ay,az,...,ar) = Zm(ai) (2.2)
i=1
k
M (a1,a2,...,ar) = Y m(a;) +m(H) +m(NH) (2.3)
i=1

ol m(a;) est la masse du résidu a la position i, m(X) est la masse de la molécule de
formule chimique X. Pour chaque sous-séquence possible de la séquence S de taille n
contenant le résidu C-terminal (fragments xi, y;, ou z;) et commencant a la position k

(k € [2;n]), il calcule la masse suivant 1’équation suivante :

n

My (ag,...an) = Y, m(a;)+m(H)+m(0)+m(CO) (2.4)
i=n—k+1

My, (ag,...,an) = i{ 1m(ai)+m(H)—|—m(0)—|—m(NH2) (2.5)
i=n—k+

M, (ag,...,an) = Zn: m(a;) +m(H)+m(0) —m(NH) (2.6)

i=n—k+1
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La masse du fragment interne commencant a la position j et se terminant a la position

k est calculée suivant la formule suivante :

k
M;i(aj,...,ax) = Z'm(ai)—}—m(H) (2.7)
i=j
Pour chaque type d’ions énumérés plus haut, on calcule les ions avec perte de neutre
en soustrayant la masse de I’ammoniaque (NH3) et de I’eau (H,0) aux masses calculées
par les formules ci-dessus. StatPeaks calcule également la masse pour ces mémes ions
fragments doublement chargés.

La masse de I’ion immonium correspondant a 1’acide aminé a et de chaine latérale

R, se calcule par la formule suivante :

Mipmonium(a) = m(R,) +3 xm(H) +m(N) +m(C) (2.8)

ou m(R,) est la masse de la chaine latérale de I’acide aminé a.

La fragmentation a haute énergie, qui n’est pas utilisée dans le cadre de notre étude,
peut produire d’autres types de fragments correspondant au clivage de la chaine pepti-
dique et de la chaine latérale de I’acide aminé. Deux types de fragments découlent du
clivage de la liaison entre les carbones 8 et ¥ de la chaine latérale (R) des acides ami-
nés. Si la charge positive est du coté N-terminal, on désigne le fragment d,,, si elle est du
coté C-terminal, on le désigne w,. Leurs masses respectives se calculent par les formules
suivantes :

Md = Mak — I’I’L(Rk) —|—m(H) (29)
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M, =M, —m(Ry) +m(H) (2.10)

ol m(Ry) est la masse de la chaine latérale de I’acide aminé a. Ces fragments per-
mettent notamment de distinguer entre les acides aminés Leu et Ile. Les acides aminés
qui ont un groupe aromatique rattaché au carbone  (His, Phe, Tyr, Trp) ne présentent
que peu de fragments de ce type [32]. Un autre type de fragment résulte du clivage com-
plet de la chaine latérale. Il est désigné par v,,. Ce type de fragment est abondant lorsque

le fragment w;, ne I’est pas [32]. Sa masse théorique se calcule par la formule suivante :

M,, =M, —m(Ry) —m(H) (2.11)

Notons que les acides aminés Thr et Ile contiennent deux chaines latérales. Ces
acides aminés peuvent donc donner deux fragments w,, de masse différente. Néanmoins,
il faut mentionner qu’en basse énergie, on n’observe pas en principe les fragments dy,
wy et vg. Ils ne sont donc pas pris en considération dans nos analyses. Mais, il en est fait
mention ici car StatPeaks calcule les pics théoriques correspondants et ils peuvent étre

utiles dans le cadre d’autres études.

2.2 La normalisation des spectres

La comparaison de spectres et 1’étude des caractéristiques de fragmentation sur un
ensemble de spectres nécessitent de normaliser ces derniers. L'intensité des pics pour
un méme peptide peut étre différente d’une acquisition a une autre pour des raisons
chimiques ou physiques et conduire a des courants ioniques totaux différents. La plus

simple et la plus intuitive des approches consiste a normaliser le pic i d’intensité I; par
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rapport a I’intensité du pic ayant la plus grande intensité /,,,,, suivant la formule suivante :

I.
Lnorm = 100—

(2.12)

Imax

Quand on s’intéresse a la distribution des intensités relatives des pics suite a cette
normalisation, on observe un artéfact qui correspond a la sur-représentation des pics
ayant une intensité relative de 100%. En effet, cette normalisation a pour conséquence
que chacun des spectres contient un pic de 100%. Les spectres normalisés par cette ap-
proche contenant plus d’un pic d’intensité relative de 100% sont en pratique rarissimes.
Une autre solution consiste a normaliser par le courant ionique total (somme de toutes
les intensités mesurées) de telle sorte que la somme de toutes les intensités normalisées

soit égale a 1 :

Y Iinorm =1 (2.13)

Il a été montré que cette derniere solution montre de meilleurs résultats [4]. Une
autre possibilité consiste a normaliser de facon a ce que la somme des carrés des inten-

sités soit égale a 1 :

Y Iinorm® =1 (2.14)

Cette dernicre n’apporte pas de meilleurs résultats que la deuxieme. De plus, elle

demande plus de calcul. Statpeaks utilise les deux premieres normalisations.
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2.3 Les intervalles de tolérance de masse et I’assignation des pics

Les intervalles de tolérance se rapportent a la précision de masse du spectrometre. La
précision de masse peut se définir comme la capacité de mesurer ou de calibrer la réponse
de I’instrument pour une entité connue. La précision, exprimée en parties par million
(ppm), indique la déviation de la réponse de I’instrument pour un masse monoisotopique
calculée. Tous les spectrometres n’ont pas les mémes précisions de masse, tant pour
le précurseur que pour les fragments. La précision avec laquelle un spectrometre de
masse peut mesurer le m/z d’un ion se situe entre quelques ppm dans le cas de la haute
résolution (ex. : LTQ-Orbitrap) a plus de 500 ppm, dans le cas de basse résolution [55].
StatPeaks permet de préciser I'intervalle de tolérance et donc de réaliser des analyses
avec n’importe quelle précision de masse. Un pic observé sera associé a un pic théorique
a condition que son m/z se situe dans ’intervalle de tolérance spécifié.

La masse théorique calculée in silico de chaque ion est comparée a I’ensemble des
masses du spectre MS/MS expérimental. Si une masse correspond a I’intervalle de to-
lérance pres, StatPeaks assigne au pic le type d’ion correspondant. S’il arrive qu’un pic
observé puisse correspondre a plusieurs pics théoriques équiprobables, on lui associe les
différents types de fragments correspondants. Par exemple pour les peptides du CMH-
I, on considere que les observations des fragments y et b sont équiprobables, et plus

probable que celle des fragments a.

2.4 Le seuil du bruit

On distingue deux sources de bruit : chimique et électrique. Le bruit de fond d’ori-
gine chimique est da a la présence des especes moléculaires ionisées ne correspondant

pas a celles qui sont recherchées. Différentes approches ont été proposées pour débruiter
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les spectres avant 1’identification des pics. Certains définissent le bruit comme la valeur
médiane des intensités dans les spectres et fixent le seuil de sorte de ne garder que les
pics ayant une intensité supérieure [14]. D’autres utilisent les parties négatives des don-
nées des spectres normalisés pour estimer la variance du bruit utilisé pour estimer le seuil
du bruit [[71]]. Statpeaks laisse la possibilité a 1’utilisateur de fixer le seuil qu’il souhaite.
La valeur de seuil correspond au pourcentage de I’intensité du pic ayant la plus grande

intensité ou du courant ionique total.

2.5 Le ré-échantillonnage

L’objectif de I’analyse de la fragmentation des peptides du CMH-I est d’établir des
regles ou tout au moins des tendances générales a partir des quelques spectres dont nous
disposons. Il est inconcevable et impossible de procéder a 1’analyse de la fragmenta-
tion de la totalité des peptides possibles du CMH-I1. Par exemple, le nombre de tous les
peptides du CMH-I possibles de 8 résidus est égal a 0,005 x 208 = 1,28 x 108 [87]]. Ce
nombre est trop important pour que 1’on puisse tous les synthétiser et obtenir les spectres
correspondants. Notre analyse se base donc sur un échantillon de quelques centaines de
peptides du CMH-I. A partir de celui-ci, il est possible d’obtenir une moyenne estimée
d’une mesure. En revanche, on ne peut connaitre la dispersion de la mesure obtenue, ni
I’intervalle de confiance, a moins de faire appel a des méthodes d’inférence statistique.
On ne fait aucune hypotheése quant a la distribution fondamentale de la population des
données, les méthodes de ré-échantillonnage sont donc indiquées dans le cas présent.
Le bootstrap non paramétrique présente 1’avantage de ne requérir aucune autre donnée
que celle de I’échantillon. Elle consiste a construire B échantillons (sous-ensembles de

notre échantillon initial que 1’on appelle échantillons bootstrap) afin de procéder a des
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inférences. Chaque échantillon bootstrap est construit en tirant un nombre m d’éléments
provenant de 1’échantillon initial et ce avec remise (c’est-a-dire qu’une fois 1’élément
tiré, il est remis et peut €tre retiré de nouveau). Chacun des éléments peut donc étre tirés
plusieurs fois ou pas une seule fois pour chaque échantillon. Le programme StatPeaks
permet de spécifier le nombre B d’échantillons bootstrap. Le nombre de d’échantillons
nécessaire peut etre déterminé de facon empirique. En théorie, ce nombre devrait étre
infini. Mais en réalité, I’utilité du bootstrap est qu’il converge relativement rapidement
et donc un nombre fini d’échantillons est suffisant. Une facon de vérifier que le nombre
d’échantillons est suffisant est de s’assurer de la reproductibilité des résultats obtenus
avec un méme nombre d’échantillons. Il faut noter qu’un trop grand nombre d’échan-
tillons bootstrap aura un cofit informatique. On conseille un nombre minimal de simu-
lations de 1000. L’échantillon aléatoire initial de données de taille n est noté par X =
(X1,...,Xpn). Il constitue un ensemble des variables aléatoires Xi,...,X,, indépendantes.
L’ échantillon est utilisé pour inférer (estimer) une caractéristique de la population, notée
0 (par exemple, I’intensité des ions fragments y;) dont la valeur estimée pour 1’échan-
tillon est notée é,,. Pour déterminer én, on calcule un estimateur pour chacun des B
échantillons, notés 7. Les B valeurs §” constituent une approximation de la distribu-
tion fréquentiste de I’estimateur. On s’intéresse alors a calculer pour 0, : I’écart-type (la
dispersion) et les intervalles de confiance déterminés par les quantiles de la distribution.
Le but de I'intervalle de confiance est d’indiquer la confiance que 1’on peut avoir dans
la valeur de ¢. StatPeaks est configuré pour utiliser un intervalle de confiance a un seuil
de 5%. Notre intervalle de confiance est donc délimité par les quantiles 2,5% et 97,5%
de la distribution bootstrap. Notons que la taille de 1’échantillon initial ne doit pas étre
trop petite (n > 2 est conseillé). Aussi, la non-symétrie de la distribution bootstrap doit

éveiller des soupcons qu’en aux parametres utilisés ou la taille des échantillons.
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2.6 Le filtrage sur la séquence

Il est possible de procéder aux analyses statistiques sur un sous-ensemble de sé-
quences partageant un motif. Par exemple, on peut lancer une analyse sur les seuls pep-
tides de 8 résidus se terminant par un acide aminé Tyr en utilisant le motif suivant :
....... Y. Statpeaks filtre les fichiers en fonction de ce motif. Cette option permet
notamment de mettre en évidence 1’influence d’un acide aminé particulier a une position
donnée. Le tableau (6.1 liste des exemples de recherche par motif.

Tableau 2.I - Exemples de filtrage par motif

Motif Résultat de la recherche

* tous les peptides sans distinction

........ les peptides de 8 résidus
....... L peptides de 8 résidus se terminant par L
kL tous les peptides se terminant par L

L.x tous les peptides se commengant par L

.« K|. %R les peptides se terminant par K ou R
K. x|F.x les peptides commencant par K ou F
..R... les peptides de 7 résidus ayant un R en 4eme position

2.7 Les différentes statistiques calculées

Statpeaks calcule différentes statistiques afin de comparer les spectres d’un ensemble
de peptides avec un autre ensemble (par ex. : peptides trypsiques versus peptides du
CMH-I]). 1I fournit aussi des statistiques pour comprendre I’influence de chacun des

acides aminés sur la fragmentation des peptides.

2.7.1 La complétude et I’ incomplétude de la fragmentation

On définit ici le concept de complétude et son opposé : I’incomplétude. On dit qu’un

spectre est complet pour indiquer qu’aucune information additionnelle n’est utile a son
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interprétation. Par exemple, si pour un peptide de n résidus le spectre expérimental
contient tous les fragments y; avec k € [1,n— 1] alors il s’agit d’un spectre complet.
S’il manque un clivage, le spectre a un incomplétude égale a ﬁ Pour un peptide de n

résidus, I’incomplétude J est définie par la formule suivante :

_ X min(e(v) e(by))

J (2.15)
n—1
ol
0 si yy existe
e(yr) = (2.16)
1 sinon
et
0 si by, existe
e(by) = 2.17)

1 sinon

On formule donc la complétude C par C =1 —1.

2.7.1.1 Les rapports de chacun des types de fragments

Par rapport au nombre total de pics StatPeaks calcule pour chacun des types de
fragments leur proportion par rapport au nombre total de pics. Il indique également le
nombre de pics non assignés, ¢’est-a-dire les pics pour lesquels il ne fournit pas d’expli-
cations sur leur origine.

Par rapport a la longueur du peptide Statpeaks détermine le rapport du nombre
d’ions de chaque type par la longueur du peptide moins 1. Pour un type de fragment

x, fy est désigné pour représenter ce rapport. Pour les ions de type a, b, ¢, x, y et z,
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une valeur de 100% signifie que tous les ions du type donné sont observés. N(x) est le
nombre de pics correspond a I’ion de type x. Pour un peptide de n résidus, ce nombre est

au maximum égal a n — 1. f se calcule par la formule suivante :

fe = 100 &xi (2.18)

Pour un échantillon de m peptides et pour un type d’ions x, StatPeaks calcule la moyenne

du f, suivant la formule :

f_x — Z}infx
m

(2.19)

Le nombre de fragments internes pour un peptide de n résidus est compris entre O et
Yi_»(n—k). Ce nombre peut donc excéder la valeur n — 1. Par conséquent, on peut
donc obtenir une valeur supérieure a 100% pour ce type de fragments. L’intervalle de

confiance est calculé par la technique du bootstrap.

2.7.1.2 Le profil de fragmentation

Le profil de fragmentation renseigne sur I’intensité relative de chacun des ions frag-
ments d’un type particulier. Pour un échantillon de m peptides d’exactement n résidus,
Statpeaks calcule pour i € [1;n — 1], les intensités moyennes [;(x) des fragments de type
x (x € {a,b,c,d,w,x,y,z}). Pour chaque I;(x), un intervalle de confiance est calculé par

la technique du bootstrap.

2.7.2 L’influence des résidus adjacents au site de clivage

Statpeaks calcule I’effet que chaque acide aminé a sur le site de clivage et 1’ion
associé lorsqu’il est adjacent a celui-ci, du c6té C-terminal ou N-terminal. Pour calculer

la fréquence de clivage ®r(a) pour chaque acide aminé a, au site correspondant au
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terminus 7 € {N,C}, il compte le nombre de fois qu’un ion est observé correspondant au
clivage pour cet acide aminé Or(a), et divise par le nombre d’occurrences du résidu dans
I’ensemble des séquences O(a). La technique du bootstrap est utilisée pour déterminer
I’intervalle de confiance.

®r(a) = L0r(a) (2.20)

)
2.7.2.1 L’influence des résidus non-adjacents au site de clivage

Statpeaks permet d’évaluer 1’influence des résidus non-adjacents au site de clivage
sur la production des fragments. Il calcule le nombre de fois que chaque acide aminé a
est présent a I'intérieur des fragments identifiés a I’exception de la position adjacente au
site de clivage et divise par le nombre de fois que 1’acide aminé est présent a I’intérieur
de tous les fragments possibles. L’intervalle de confiance est déterminé par la technique

du bootstrap.

2.7.2.2 Le N-biais par acide aminé

Statpeaks calcule I’effet de chacun des acides aminés sur la directionnalité de la
fragmentation. Pour ce faire, on utilise la méthode utilisée par Tabb et al. [77]. Pour
chacun des résidus dans le peptide, le programme cherche dans le spectre les pics des
ions produits par la fragmentation a chacun des c6tés C-terminal et N-terminal. Pour
calculer le N-biais (./"), le programme soustrait I’intensité du pic C-terminal au pic
N-terminal pour un type d’ion donné (ex. : b ou y), et divise par la somme des deux
intensités. Par exemple, pour calculer le N-biais .4 (Pro);, de ’acide aminé Pro pour les

ions b on utilise la formule suivante :
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L)) —I,(i+1)

Aoy = T G )

(2.21)

ol I,(i) est I'intensité de 1’ion b produit par le clivage au c6té N-terminal de I’acide
aminé Pro, et I, (i + 1) est I'intensité de I’ion b produit par le clivage au c6té C-terminal.
Si le pic pour I'ion b produit du c6té C-terminal (N-terminal) n’est pas trouvé, le N-
biais est égal a 1 (-1). On calcule ensuite la moyenne sur I’ensemble des spectres et on

applique la méthode du bootstrap pour déterminer I’intervalle de confiance.

2.7.3 La carte de fragmentation par paires

Statpeaks calcule la fréquence de clivage entre les résidus des 400 couples d’acides
aminés possibles ainsi que leur abondance (autrement dit, 1’intensité moyenne des ions
fragments résultants). Les résultats sont représentés sous forme de matrice. Les lignes
représentent les résidus en position N-terminal du site du clivage alors que les colonnes
représentent les résidus en position C-terminal. Comme montré sur la figure 2.1 chaque
case de la matrice est remplie proportionnellement au nombre d’occurrences du couple
de résidus correspondant dans 1’ensemble des données. Lorsqu’il y a au moins 10 oc-
currences, la case est pleine. S’il y en a 5, la case est a moitié pleine. Ceci permet de

représenter la confiance que I’on a dans chacune des valeurs de la matrice.

2.8 L’utilisation du programme

Le programme prend en entrée les spectres ainsi que les séquences des peptides cor-
respondants. Il existe plusieurs formats pour présenter les données relatives aux pics des
spectres MS/MS : PKT, PKM, DTA, MGF, mzXML, etc. Chacun d’entre eux contient

la valeur m/z et I’intensité pour chaque pic ainsi que le m/z du précurseur et sa charge.
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0 occurence

1 occurence

2 occurences
3 occurences
4 occurences
5 occurences
6 occurences
7 occurences

8 occurences
9 occurences
> 9 occurences

Figure 2.1 — Légende des cartes de fragmentation par paires Le remplissage des casses de la ma-
trice est proportionnel au nombre d’occurrences du couple de résidus correspondant dans I’ensemble des
séquences peptidiques.

D’autres informations peuvent €tre disponibles dans certains formats de fichier mais
celles-ci ne sont pas utilisées. Dans la version alpha actuelle, seul le format de fichier
DTA, dont le format est décrit dans le tableau [2.1l} est accepté. Le fichier contenant la
séquence correspondante au spectre décrit dans un fichier DTA porte 1’extension SEQ.
Le fichier contient une seule ligne sur laquelle est indiquée la séquence peptidique avec
le code a une lettre. Le programme StatPeaks génere un certain nombre de fichiers aux
premiers desquels les fichiers THC et IDE. Le premier contient le spectre théorique cor-
respondant a la séquence indiquée dans le fichier SEQ. Celui-ci a le méme format que
le fichier DTA sans la premiere ligne. Le deuxieme contient la liste des pics théoriques
pour lesquels sont indiqués les pics observés correspondants. Le type d’ion fragment, la
charge, I’intensité absolue, I’intensité relative par rapport au pic d’intensité maximale et
par rapport a la somme des intensités, la perte de neutre, la séquence du fragment corres-

pondant s’il s’agit d’un fragment interne, 1’acide aminé s’il s’agit d’un ion immonium
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sont renseignés.

1823.78 2
113.34 654
125.10 345
238.91 1120
315.67 619
450.73 8415
517.33 10765
599.12 312
610.08 9371
780.76 6541
980.36 3201

1100.95 1201

Tableau 2.II — Exemple de fichier DTA. La premiére ligne contient la masse et la charge du peptide. Les
lignes suivantes contiennent les valeurs m/z (a gauche) et la valeur de I’intensité associée (a droite).

Le programme dispose d’une interface utilisateur permettant son utilisation sans
connaissance préalable des instructions de ligne de commande ou du systeme d’exploita-
tion Linux. Celle-ci permet de spécifier les statistiques a calculer et renseigne sur 1’avan-

cement des différentes taches en cours.

2.9 L’implémentation

StatPeaks est développé dans le langage de programmation C++. La librairie Boost,
un ensemble de bibliotheques écrit en C++ sous licence libre, a été utilisée notamment
pour 'utilisation des expressions régulieres et la génération des nombres aléatoires utili-
sés par le rééchantillonnage bootstrap. L’interface utilisateur a été congue en Gtk+ (ver-
sion 2.22.0) qui a le double avantage d’étre sous licence libre et d’étre multiplateforme.
Le développement de 'interface a été facilité par I'utilisation de I’application Glade
(version 3.6.6). La génération de certains fichiers images est basée sur I’utilisation bas

niveau (pixel par pixel) de la librairie libpng (version 1.4.5). Le développement est fait
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dans I’environnement de développement intégré Code::Blocks. Il existe une version gra-
phique de StatPeaks pour le systeme d’exploitation Windows et une version ligne de
commande pour Linux. StatPeaks est au moment de la rédaction de ce mémoire en ver-

sion alpha.

2.10 Conclusion

Avec StatPeaks, nous disposons d’un programme bioinformatique permettant d’ana-
lyser la fragmentation d’une population de peptides a partir d’un grand nombre de
spectres. Il ne requiert aucune connaissance en informatique. Dans le prochain chapitre,

nous utilisons ce programme pour I’étude de la fragmentation des peptides du CMH-I.



CHAPITRE 3

LA FRAGMENTATION DES PEPTIDES DU CMH DE CLASSE I

L’identification des peptides par la spectrométrie de masse en tandem repose sur la
connaissance des ions fragments produits par la fragmentation. A ce jour, aucune des-
cription exhaustive de la fragmentation des peptides du CMH-I n’a été faite. Or, la com-
position en acides aminés de ces peptides affecte leur fragmentation et par voie de consé-
quence la qualité du spectre obtenu. Habituellement, dans les analyses protéomiques, les
protéines sont digérées par la trypsine. Cette enzyme est une endoprotéase qui hydrolyse
les liaisons peptidiques en position C-terminale des acides aminés Lys et Arg. Ces acides
aminés ayant un pKa > 7 ont la particularité d’étre protonés en milieu acide (PH = 3)
lors des analyses LC-MS/MS. Tous les peptides trypsiques ont donc une charge du coté
N-terminal (sur I’amine) et une charge du c6té C-terminal. En conséquence, la fragmen-
tation et 1’identification de ces peptides sont grandement facilitées. La distribution de la
charge a travers la séquence peptidique est d’une grande importante pour la fragmen-
tation. Comme le montre la figure le spectre MS/MS CID d’un peptide trypsique
est de bonne qualité. La charge localisée en C-terminale du peptide trypsique conduit a
un nombre de fragments y uniformément répartis. On peut aussi observer des ions a et b
méme s’ils ont des intensités moindres. La complémentarité des ions y et b (ou a) facilite
I’assignation des pics et conduit a de bons scores MASCOT et a un séquengage de novo
plus aisé.

En revanche, les peptides du CMH-I se terminent rarement par un acide aminé ba-
sique mais le plus souvent par des acides aminés aliphatiques (ex. : Leu, Ile ou Val). Leur

fragmentation en est donc affectée. La localisation de la charge en position N-terminal
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Figure 3.1 — Spectre MS/MS d’un peptide trypsique de la protéine HSP70 de souris
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est favorable aux ions b. La faible quantité de fragments conduit a des scores MASCOT

relativement faibles et rend le séquencage de novo plus difficile.
Figure 3.2 — Spectre MS/MS d’un peptide du CMH de classe I de la myosine de souris
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Dans ce chapitre, on s’intéresse a caractériser le profil particulier de fragmentation
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des peptides du CMH-I et a le comparer avec celui des peptides trypsiques. Il existe deux
approches pour déterminer et comprendre les relations entre la séquence peptidique et le

spectre produit :

1. I’approche du point de la chimie qui repose sur I’investigation des processus chi-

miques mis en oeuvre lors de la fragmentation,

2. et’approche statistique qui se base sur I’analyse d’un ensemble de spectres MS/MS
pour identifier les facteurs influencant la fragmentation tels que les propriétés des

peptides sans pour autant comprendre les processus chimiques impliqués.

C’est cette seconde approche que nous utilisons ici. Nous utilisons le programme
StatPeaks décrit précédemment dans le chapitre 2. Cependant, lorsque des processus
chimiques connus viennent corroborer nos investigations, ils sont mentionnés. On s’est
intéressé a deux modes de fragmentations : CID (collision induced dissociation) et HCD
(Higher energy Collision Dissociation). On met en évidence que ce dernier mode de

fragmentation permet d’obtenir des spectres plus informatifs.

3.1 Lalibrairie de peptides synthétiques du CMH de classe I

Un certain nombre d’études visant a identifier les différents processus de fragmenta-
tion des peptides trypsiques ont été effectuées par le passé [37]. Elles ont permis notam-
ment de mettre en évidence I’influence de chacun des acides aminés sur la fragmentation.
Ici, on s’intéresse a effectuer le méme type d’analyse sur les peptides du CMH-I. Pour
ce faire, nous disposons d’une librairie de peptides synthétiques de séquences connues.

Celle-ci nous a été fournie par le Dr. Alexandro Sette (La Jolla Inst. Allergy & Immunol.)
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3.1.1 La description de la librairie

La librairie de peptides synthétiques dont nous disposons contient un total de 625
peptides répartis en 5 groupes de 125 peptides pour lesquels nous disposons des sé-
quences peptidiques. 2 groupes correspondent a des peptides provenant de la souris pour
les alleles H2-Db et H2-Kb, et 3 groupes pour des peptides provenant de I’homme pour
les alleles HLA-A*01, HLA-A*02 et HLA- A*03. Les peptides synthétiques sont des
peptides antigéniques de protéines endogenes de ’homme et de la souris ou de protéines
provenant de différents pathogenes listés en annexe Cette librairie est de taille mo-
deste au regard de celles qui ont été utilisées dans d’autres études [37]]. La plupart d’entre
elles se basent sur plusieurs milliers de spectres. De plus, seul un sous-ensemble de la
librairie de 625 peptides pourra €tre exploité pour les analyses, comme nous 1’explique-
rons plus loin. Pour la fragmentation CID, nous disposons d’un total de 490 peptides.
Quant a la fragmentation en HCD, nous n’en disposons que de 419. Les peptides cor-
respondent a des ORFs connus ou prédits. Ils ont été sélectionnés en fonction de leur
affinité prédite de liaison avec la molécule du CMH-I. Tous les peptides sont considérés
comme ayant une bonne affinité (/Csy < 500). Nos analyses se basent sur I’hypothese
selon laquelle I’ensemble des peptides synthétiques est représentatif de la population de
peptides effectivement présentés a la surface de la cellule. Nous avons vérifié cette hypo-
thése en comparant la composition en acides aminés des peptides synthétiques avec ceux
répertoriés dans la littérature. Pour ce faire nous avons utilisé I’ensemble des peptides du
CMH-I correspondant aux 5 groupes répertoriés dans la base de données IED [83]. Les
fréquences de chacun des acides aminés sont corrélées (spearman r = 0.9, p < 0.05).
Nous avons également comparé la fréquence de chacun des couples d’acides aminés

parmi les peptides de notre librairie et ceux répertoriés dans la base de données de I’IED.
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On peut constater que pour la majorité des couples (70,75%), nous avons un rapport de
fréquence compris entre 0,5 et 2 (figure [3.3)). Par conséquent, on peut dire que notre li-
brairie de peptides est représentative du répertoire des peptides du CMH-I effectivement

présentés a la surface des cellules.

35
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Figure 3.3 — Rapport de fréquence de chacun des couples d’acides aminés entre les peptides syn-
thétiques du CMH-I et ceux de la base IED. Le rapport de fréquence est compris entre 0,5 et 2 pour la
majorité des couples d’acides aminés.

3.1.2 La représentativité des acides aminés

La figure[3.4/montre pour chacun des 400 couples d’acides aminés possibles, leur fré-
quence dans la librairie de peptides synthétiques dont nous disposons. On peut constater
que nous avons une bonne représentativité pour les couples impliquant les acides ami-
nées suivants : Leu, Ser, Thr, Val, Tyr, Lys, Asn, Ala, Phe et Glu. En revanche, peu
de couples contenant les acides aminés Trp et Cys sont représentés. Ces deux acides
aminés sont effectivement moins fréquents dans les séquences peptidiques du protéome

avec une fréquence d’abondance respective de 1,15% et 1,5% [3]]. La représentativité des
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acides aminés dans notre librairie a un impact sur les analyses statistiques. Par exemple,
la précision de I’évaluation de I’influence de chacun des acides aminés est affectée par

celle-ci.
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Figure 3.4 — Fréquence de chacun des 400 couples d’acides aminés parmi les peptides synthétiques.
Les couples impliquants les acides aminés Leu, Ser, Thr, Val, Tyr, Lys, Asn, Ala, Phe et Glu sont les plus
représentés. Alors que ceux contenant Trp ou Cys sont plus rares.

3.1.3 La construction des librairies de spectres MS/MS

La construction des librairies de spectres CID et HCD nécessite deux étapes :

1. générer les spectres MS/MS,

2. associer a chacun des spectres la séquence du peptide correspondant.

Pour la deuxieme étape, nous avons utilisé le moteur de recherche MASCOT. Les échan-

tillons contiennent inévitablement des contaminants. De plus, la synthese peptidique
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peut conduire a plusieurs types d’erreur : épimeres, insertions d’acides aminés addition-
nels, délétion d’acides aminés, troncatures de séquences et modifications de la chaine
latérale des acides aminés. Les analyses de la librairie ont mis en évidence un nombre
important d’erreurs de synthese. Parmi les plus fréquentes, il y a les insertions et les tron-
catures. L' utilisation de MASCOT permet de ne conserver que les spectres pour lesquels
les séquences peptidiques associées correspondent effectivement aux séquences connues

des peptides du CMH-I.

3.1.3.1 Lalibrairie de spectres CID de peptides du CMH-I

Les peptides synthétiques ont été analysés par nanoLC-MS/MS sur le spectrometre
de masse LTQ-Orbitrap XL de la compagnie Thermo Fisher Scientific [24]. Les spectres
de masse conventionnels ont été acquis avec I’analyseur Orbitrap avec une résolution
de 60000 (pour un m/z de 400) alors que les spectres MS/MS ont été obtenus dans la
trappe ionique (LTQ) de résolution d’environ 1000. Les données ont été analysées avec
le logiciel Xcalibur de Thermo Fisher Scientific (version 2.1) et les listes de pics ont
été générées par le logiciel MASCOT distiller (version 2.3.2.0). L’identification des sé-
quences associées a chacun des spectres MS/MS a été faite a I’aide du logiciel MASCOT
(version 2.1.1) avec une base de données restreinte a la liste des 625 séquences des pep-
tides synthétiques. La tolérance en masse pour le précurseur est fixée a 0,02 Da alors que
celle pour les fragments est de 0,5 Da. Les recherches ont été faites avec aucune enzyme
et avec I’oxydation de la méthionine comme modification variable. Un total de 490 sur
625 peptides ont pu étre identifiés avec un score MASCOT supérieur a 25, soit 78,4 %.
Le tableau 3.1 présente les résultats de la recherche MASCOT. Plusieurs spectres sont
associés a un méme peptide. Pour chacun des peptides identifi€s, seul le spectre ayant le

meilleur score MASCOT est conservé. On dispose donc de 490 spectres pour lesquels
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on connait la séquence correspondante.

Tableau 3.1 — Statistiques de la recherche MASCOT pour les peptides synthétiques du CMH-I en frag-
mentation CID avec une base restreinte aux 625 séquences.

HLA-AO01 HLA-A02 HLA-A03  H2-Db H2Kb

Score MASCOT moyen 48,75 45,4 49,26 45,26 41,11
Ecart-type 17,18 15,17 16,67 16,6 15,42

Nombre total de spectres 748 782 1101 910 507

Nombre de spectres assignés 529 523 685 635 335
Pourcentage de spectres assignés 70,7 66,9 62,2 69,8 66,1
Nombre de peptides identifiés 90/125 86/125 105/125 109/125  100/125
Pourcentage de peptides identifiés 72 68,8 84 87,2 80

3.1.3.2 Lalibrairie de spectres CID de peptides trypsiques

Un ensemble de spectres MS/MS CID de peptides trypsiques a été constitué afin
de comparer leur fragmentation avec celle des peptides synthétiques du CMH-I avec
ceux-ci. Les peptides proviennent de digestats trypsiques de protéines issues de 1’étude
du phagosome chez la souris [79]]. Les données ont été analysées par la méme méthode
que pour la librairie de peptides du CMH-I. Nous avons retenu des spectres associés a
des peptides d’une longueur comprise entre 8 et 12 résidus afin que le facteur taille du
peptide n’introduise pas de biais dans les analyses. L’ensemble est exempt de doublons et
de spectres associés a des sous-séquences de séquences déja présentes dans cet ensemble,
afin de ne pas biaiser les analyses par une sur-représentation des séquences identiques
ou similaires. Nous nous sommes ainsi assurés que notre échantillon est représentatif
de I’ensemble des peptides trypsiques possibles et que chacune des observations peut
étre considérée comme indépendante. De plus, n’ont été retenus que les spectres pour
lesquels les identifications étaient associées a un score MASCOT supérieur a 50 pour
réduire le taux de faux positifs. L’ ensemble contient 2328 spectres MS/MS CID associés

a des séquences uniques.
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3.1.3.3 Lalibrairie de spectres HCD de peptides du CMH-I

Les peptides synthétiques ont été analysés par nanoLC-MS/MS sur le spectrometre
de masse LTQ-Orbitrap Velos de la compagnie Thermo Fisher Scientific. Les spectres
MS/MS suite a I’activation par collision des ions précurseurs par HCD et les fragments
correspondants ont été analysés par 1’Orbitrap. Les données ont été analysées par la
méme méthode que pour la librairie de spectres CID. La tolérance de masse pour le
précurseur est fixée a 0,01 Da alors que la tolérance pour les fragments est de 0,02 Da.
Les recherches ont été faites avec aucune enzyme et avec 1’oxydation de la méthionine
comme modification variable. 415 peptides sur 625 ont pu étre identifiés, soit 66,4 %.
Le tableau présente les résultats de la recherche MASCOT. Plusieurs spectres sont
associés a un méme peptide. Pour chacun des peptides identifi€s, seul le spectre ayant le
meilleur score MASCOT est conservé. On dispose donc de 415 spectres pour lesquels
on connait la séquence correspondante.

Tableau 3.1I — Statistiques de la recherche MASCOT pour les peptides synthétiques du CMH-I en frag-
mentation HCD avec une base restreinte aux 625 séquences.

HLA-A01 HLA-A02 HLA-A03 H2-Db  H2Kb

Score MASCOT moyen 41,4 37,96 56,37 39,38 36,38
Ecart-type 14,16 15,52 15,71 13,77 10,92

Nombre total de spectres 666 759 1543 795 815

Nombre de spectres assignés 518 542 1010 597 568
Pourcentage de spectres assignés 77,8 71,4 65,5 75,1 69,7
Nombre de peptides identifiés 79/125 72/125 99/125  77/125 88/125
Pourcentage de peptides identifiés 63,2 57,6 79,2 61,6 70,4

3.1.3.4 La comparaisons des librairies de spectres CID et HCD des peptides du

CMH-I

On peut noter que la fragmentation HCD a conduit a 15,3% moins d’identifications

que la fragmentation CID. Il se pourrait que ce soit dii a la sensibilité moindre du HCD.
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Néanmoins rien n’est sir. I faudrait probablement procéder a d’autres analyses pour
confirmer ou infirmer cette hypothese. Les analyses en mode HCD ont été menées envi-
ron une année apres celles faites en mode CID. La conservation des échantillons pourrait
étre incriminée et notamment les cycles de gel-dégel. Comme le montre la figure [3.5]une
large proportion des peptides détectés en fragmentation HCD le sont en fragmentation

CID.
1

! 3‘ —— HCD

— CID

33 15
H2-Db H2-Kb
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)
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16 17 8
HLA-A01 HLA-A02 HLA-A03

Figure 3.5 - Comparaison de la proportion de peptides identifiés par fragmentation CID et frag-
mentation HCD. Les peptides identifiés dans I’un et I’autre des modes de fragmentation sont sensiblement
les mémes. Cependant, un plus grand nombre de peptides sont identifiés en mode CID.

3.2 La composition des peptides synthétiques du CMH-I

Il convient de jeter un coup d’oeil a la composition des peptiques du CMH-I et de la
comparer a celle des peptides trypsiques. On compare également la fréquence de chacun
des acides aminés parmi ces peptides avec celle dans le protéome. Pour ce faire, on utilise

la base de données Swiss-Prot [3]. La figure @ met en évidence un certain nombre de
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différences.
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Figure 3.6 — Comparaison de la composition des peptides trypsiques et des peptides du CMH-I pour
les alleles HLA-A*01, HLA-A*02, HLA-A*03, H2-Db et H2-Kb avec la fréquence des acides aminés
dans la base de données Swiss-Prot.

L’acide aminé Met (M) est plus abondant (avec un rapport supérieur a 2) parmi les
peptides HLA-A*01, HLA-A*02, HLA-A*03, H2-Db et dans une moindre proportion
dans les peptides H2-Kb que parmi les peptides trypsiques et le protéome. La propor-
tion d’acide aminé Lys (K) parmi les peptides synthétiques du CMH-I est équivalente
a celle trouvée parmi les peptides trysiques ainsi que dans la base Swiss-prot. On peut
néanmoins noter qu’il y en a plus parmi les peptides HLA-A*03. En fait, I’acide aminé
Lys se trouve principalement en position C-terminale des peptides trypsiques d’une lon-
gueur inférieur ou égale a 12 résidus, rarement ailleurs dans la séquence. Parmi les pep-
tides du CMH-I, cet acide aminé peut se retrouver n’importe ou dans la séquence. De

plus, pour les peptides HLA-A*03, cet acide aminé est fréquemment retrouvé en posi-
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tion C-terminale en plus de pouvoir étre présent ailleurs dans la séquence [42]. On note
que I’acide aminé Tyr (Y) est tres présent parmi les peptides HLA-A*01 (abondance =
12,41%). Ce constat corrobore le motif établi pour cet allele qui montre une présence
importante de tyrosine en position C-terminal [42]. L’acide aminé Cys est globalement
moins présent dans les peptides trypsiques et du CMH-I que dans la base Swiss-prot.
Ceci peut notamment étre expliqué par le fait que les spectres résultant de la fragmen-
tation de ces peptides sont plus difficilement interprétables ou que cet acide aminé est
modifié. On peut supposer par conséquent que la présence de cet acide aminé parmi les
peptides du CMH-I identifiés par spectrométrie de masse est sous-évaluée. Il y a égale-
ment une plus faible proportion de Proline parmi les peptides trypsiques et les peptides
du CMH-I. De plus, I’acide aminé Arg est moins fréquent parmi les peptides du CMH-I.
Les peptides synthétiques du CMH-I contiennent une plus faible proportion des acides
aminés Glu (E) et de Gly (G) surtout pour les peptides HLA-A*02, HLA-A*03, H2-Db,
H2-Kb. C’est également la méme tendance pour I’acide aminé Asp (D) sauf pour les

peptides HLA-A*01 qui d’apres la littérature ont souvent ce résidu en position P3 [42].
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Figure 3.7 — Logo pour les peptides HLA-A*01 de 9 résidus. La position en position C-terminale
constitue un résidu d’ancrage alors que la position 3 contient majoritairement les acides aminés Asp (D)
ou Glu (E).

La figure[3.7|met en évidence clairement le résidu d’ancrage en position C-terminale

des peptides HLA-A*01. En position 3, ils présentent souvent un acide aminé Asp (D)
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ou Glu (E). Pour les peptides HLA-A*02, il y a une plus grande proportion d’acides
aminés Leu (L), Ile (I) Val (V) en position C-terminale comme le montrent la figure [3.§]

En position P2, on note une présence importante d’acides aminés Leu (L) et Met (M).
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Figure 3.8 — Logo pour les peptides HLA-A02 de 9 résidus. Les positions C-terminale et P2 constituent
des résidus d’ancrage.

Les peptides HLA-A*03 sont connus pour se terminer, dans une grande proportion,
par les acides aminés basiques Lys (K), Arg (R) ou I’acide aminé aromatique Tyr (Y)
(Figure [3.9)[42]. Les acides aminés Lys (K) et Glu (Q) sont isobariques ; leurs masses ne
different que de 0.04 u. La connaissance de I’isoforme HLA peut fournir un indice pour
distinguer ces deux acides aminés lorsque 1’ambiguité concerne le résidu en position

C-terminal.
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Figure 3.9 — Logo pour les peptides HLA-A*03 de 9 résidus. En position C-terminal, on constate la
présence majoritaire de Lys (K), Tyr (Y) et Arg (R).

Les peptides H2-Db ont une position d’ancrage en P5 avec un acide aminé Asp (N)
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et se terminent par une méthionine (M), isoleucine (I), leucine (L) comme le montre la
figure[3.10] Les peptides H2-Kb ont majoritairement un acide aminé Leu (L), Phe (F) ou

Val (V) en position C-terminal.
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Figure 3.10 — Logo pour les peptides H2-Db de 9 résidus. Les positions P5 et C-terminale constituent
des positions d’ancrage.
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Figure 3.11 — Logo pour les peptides H2-Kb de 9 résidus. La position C-terminale est une position
d’ancrage.

A I’exception des peptides HLA-A*03, les peptides synthétiques du CMH-I se ter-
minent rarement en C-terminale par un acide aminé porteur de charge. On peut donc a
priori présumer une plus faible proportion de fragments y pour ces peptides. Comme il a
été précisé plus tot, un certain nombre de peptides n’ont pas été identifiés par MASCOT.
L’analyse de la composition de ces peptides permet de mettre en évidence quelques faits
intéressants. Comme le montre la figure[3.12](a), une large proportion (52%) de ces pep-

tides contiennent un acide aminé Cys (C). Ce résidu peut subir un certain nombre de
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modifications qui peuvent compromettre 1’identification des peptides si celles-ci ne sont

pas prise en compte lors de la recherche. Il y a notamment :
1. la réduction et I’alkylation lors de la préparation des échantillons,

2. la formation de ponts disulfide : les groupes thiol de deux résidus cystéine peuvent

se combiner pour former un pseudo-dimere avec une perte de deux protons,

3. le résidu cystéine peut étre converti en acide sulfinique ou sulfonique dans des

conditions oxydatives,

4. la béta-élimination correspondant a la perte d’un groupe H2S d’un résidu cys-

téine [31]], etc.

Cependant, les analyses faites n’ont pu mettre en évidence avec certitude I’une de ces
modifications. D’autres modifications pourraient avoir lieu. Certains spectres pourraient
mettre en évidence 1’addition de sodium mais des recherches supplémentaires sont né-
cessaires pour le confirmer. Il se pourrait aussi que cet acide aminé ait une influence
négative sur I’ionisation du précurseur. Il a ét€¢ décidé de ne pas mener davantage d’in-
vestigations sur ce sujet étant donnée la faible fréquence de I’acide aminé Cys parmi la
population des peptides du CMH-I.

Parmi les peptides non identifiés par MASCOT dans le cas de la fragmentation CID,
on constate une fréquence des acides aminés H, P, K, E, R moindre que parmi les peptides
identifiés par MASCOT ( (b)). Les résidus H, K et R favorisent la fragmentation
des peptides car ils sont porteurs de charge positive. Ces observations peuvent expliquer
en partie pourquoi ces peptides ne sont pas identifiés. Pour ce qui est des peptides non
observés, nous soupgonnons qu’une des raisons possibles serait la mauvaise synthese de

ces peptides ou encore la formation de produits de réactions secondaires.
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Figure 3.12 — Composition des peptides synthétiques du CMH-I non identifiés par MASCOT. (a)
Rapport de 1’occurrence de chacun des acides aminés parmi les peptides synthétiques non identifiés par
MASCOT par I'occurrence parmi les peptides identifiés (R,;/;). Les peptides non identifi€s contiennent
un proportion beaucoup plus grande de cystéine (R,;/; >~ 19). (b) Rapport de I’occurrence de chacun des
acides aminés sauf la cystéine parmi les peptides synthétiques non identifiés par MASCOT ne contenant
pas de cystéine par I’occurrence parmi les peptides identifiés (R,;c/;). Ces derniers contiennent une plus
faible proportion d’arginine, de lysine, d’histidine et de proline R, /; <0,5.

3.3 L’analyse comparée de la fragmentation des peptides trysiques et des peptides

synthétiques du CMH-I

3.3.1 La complexité des spectres

On s’est intéressé a la corrélation entre la longueur du peptide et le nombre de pics
dans le spectre MS/MS. Le coefficient de Spearman est égal a 0.6075 pour les peptides
trypsiques. Bien que la figure [3.13] montre que le nombre de pics ait une légere tendance
a augmenter avec la longueur du peptide, il est impossible de prévoir a partir de la seule
longueur du peptide le nombre de pics, et ce méme de facon trés approximative. Plu-
sieurs facteurs influent sur la complexité du spectre. Le spectrometre utilisé, le mode
de fragmentation (CID ou HCD) et la composition du peptide sont parmi ceux-ci. La
fragmentation en mode HCD produit une plus grande variété de fragments qu’en mode
CID. En effet, le mode HCD conduit a davantage de fragmentations successives des ions
et donc a la présence d’un plus grand nombre de fragments dans la partie des basses

masses du spectre. Un nombre plus important de fragments apporte plus d’information



66

mais complexifie le spectre et I’analyse en aval, ce qui in fine peut compliquer la tiche
des algorithmes de séquencage de novo s’ils ne sont pas adaptés. On verra plus loin que

certains algorithmes congus pour les spectres HCD utilisent une étape de simplification

du spectre.
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Figure 3.13 — Complexité des spectres par rapport a la longueur des peptides

On obtient la méme tendance pour les peptides synthétiques du CMH-I. Néanmoins,
on peut constater que le nombre de pics observables pour les peptides synthétiques du
CMH-I est inférieur au nombre de ceux observables pour les peptides trypsiques. La

complexité est donc moindre, mais I’information I’est nettement aussi.

Tableau 3.III - Nombre moyen de pics par rapport a la longueur des peptides en fragmentation CID

Longueur Peptides trypsiques Peptides CMH-I
8 135,76 58,38

9 141,29 60,6

10 157,28 69,86
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3.3.1.1 Lesions fragments observés

La composition des peptides a une grande influence sur la nature et la quantité des
ions fragments observés. On constate des différences notables entre les peptides tryp-
siques et les peptides synthétiques du CMH-I (Annexe [[I). En fragmentation CID, la
proportion des ions fragments pour les peptides synthétiques du CMH-I est inférieure,
pour chacun des types y, b, et a, a celle des peptides trypsiques. Plus de 80% des frag-
ments y sont observés pour les peptides trypsiques. Cela signifie que pour un spectre
associé a un peptide trypsique d’une longueur de 10 résidus, on observe en moyenne
80% x (10 — 1) = 7,2 fragments y. Pour les peptides synthétiques du CMH-I, seuls
58% des fragments y sont observés. Pour les fragments b, la proportion est sensiblement
la méme (57,2% pour les peptides trypsiques contre 52,2% pour les peptides synthé-
tiques du CMH-I). Ceci s’explique par le fait que les peptides synthétiques du CMH-
I contiennent une charge en position N-terminal comme les peptides trypsiques. Par
conséquent, la proportion d’ions b est moins affectée. Les spectres de peptides tryp-
siques contiennent aussi un plus grand nombre de fragments a. L’annexe |ll| rapporte les
résultats pour un plus grand nombre de types de fragments et renseigne sur I’intervalle
de confiance bootstrap. On note aussi que la proportion de fragments internes est a peu
pres le double pour les peptides trypsiques.

La figure montre la proportion des fragments pour des niveaux d’intensité re-
lative calculée par rapport a I’intensité du fragment le plus abondant. On peut voir que
les spectres des peptides synthétiques du CMH-I contiennent davantage de fragments y
ayant des intensités relatives inférieures a 10%. Globalement, les fragments y dans les
spectres des peptides trypsiques sont plus abondants. Pour les fragments b, il n’y a pas

des différences significatives a I’exception de la proportion des fragments b ayant une



68

~— 90 -
o Peptides trypsiques 0 Peptides du CMH-I
80 4

HH

70

60

HH

HH
HH

50 4

40

30 -

HH

20 -

H

10 4

Proportion de fragments identifiés par
au nombre de fragments théoriques (%

y b a

Types de fragments

Figure 3.14 — Comparaison de la proportion des fragments y, b, et a observés par rapport au nombre
de fragments théoriques. Les spectres de peptides trypsiques contiennent une plus grande proportion de
fragments y, b, et a que ceux des peptides du CMH-I.

intensité relative comprise entre 90% et 100%. En fait, il arrive plus fréquemment dans
les spectres des peptides synthétiques du CMH-I qu’un fragment b soit le plus abon-
dant. Ce résultat est explicable par le fait que les peptides synthétiques du CMH-I sont
principalement chargés du c6té N-terminal. L’intensité des fragments a est globalement
inférieure a 10%. Il n’est pas impossible qu'un proportion des fragments a identifiés
comme tel correspond a du bruit.

Le profil de fragmentation des peptides synthétiques du CMH-I est également diffé-
rent de celui des peptides trypsiques. Comme le montre la figure les ions y ont des
intensités relatives supérieures dans les spectres de peptides trypsiques (de 30% a 60%
supérieurs). En revanche, pour les ions b, on observe, dans une moindre mesure, une
tendance inverse. Pour les spectres de peptides du CMH-I, I’intensité du pic augmente

avec la longueur du fragment b.
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Figure 3.15 — Comparaison de la distribution de I’intensité des fragments y, b, et a observés entre les
spectres CID pour les peptides trypsiques et les peptides synthétiques du CMH-I. (a) Les fragments
y. (b) Les fragments b (c) Les fragments a.

3.3.1.2 L’incomplétude des spectres

La comparaison de I’incomplétude entre les spectres CID des peptides du CMH-I et
des peptides trypsiques montre clairement que les derniers conduisent dans une grande
proportion a des spectres complets (68%) ou presque complets (29%). En comparai-
son, seuls 7,7% des spectres CID des peptides du CMH-I sont complets et 45,5% sont
presque complets. Cela signifie que pour chacun des 46,8% des spectres des peptides

du CMH-I, il y a un grand nombre de séquences peptidiques correspondantes possibles.
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Le nombre de combinaisons d’acides aminés possibles augmente de fagon exponentielle
avec le m/z séparant deux ions fragments. Il est quasiment impossible d’identifier avec
une confiance raisonnable la véritable séquence peptidique associée a un spectre ayant

une incomplétude supérieur a 0,3 avec une algorithme de séquencage de novo.
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Figure 3.17 — La comparaison de I’'incomplétude des spectres CID des peptides synthétiques du
CMH-I et des peptides trypsiques

Toutes ces observations expliquent pourquoi 1’identification des peptides du CMH-
I par MASCQOT est plus difficile que pour celle des peptides trypsiques. Les spectres
plus pauvres en fragments rendent le séquencage de novo compliqué voire impossible
dans certains cas tant le nombre de combinaisons de séquences peptidiques possibles
est grand. De plus, la plupart des programmes de séquencage de novo ont été développé
pour les peptides trypsiques qui montrent des profils de fragmentation différents de ceux
des peptides du CMH-I. Cependant, des études ont montré que la fragmentation en mode
HCD conduit a un plus grand nombre de fragments [33]] [S]] [12]. Dans la prochaine sec-
tion, nous montrons les bénéfices qu’apporte ce mode de fragmentation pour les peptides

du CMH-1.
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3.4 La comparaison des fragmentations CID et HCD des peptides du CMH-I

Nous nous intéressons ici a comparer la fragmentation des peptides synthétiques
du CMH-I par deux modes de fragmentation différents : CID et HCD. Le deuxi¢me
mode que propose le spectrometre LTQ Oribtrap Velos avec des performances inégalées
d’apres les concepteurs nous est apparu trés prometteur pour 1’identification des peptides

synthétiques du CMH-I, et notamment leur séquencage de novo.

3.4.1 Lintensité des fragments

La comparaison de I’intensité des seuls fragments les plus couramment observés
v, b et a entre la fragmentation CID et HCD permet de mettre en évidence que cette
derniere conduit a des fragments plus abondants. Pres de 45% des fragments dans le
mode CID ont une intensité relative inférieure a 5% alors qu’en mode HCD, la proportion
est de moins de 30%. Pour les fragments d’intensité comprise entre 5% et 10%, on peut
observer la méme tendance dans une moindre proportion. Pour les intensités supérieures,
on observe I'inverse. On constate qu’il y a une proportion non négligeable des ions
a dans les spectres HCD qui ont une intensité relative comprise entre 95% et 100%.
On observe une plus large proportion de fragments internes en mode HCD ayant des

intensités intermédiaires (entre 20% et 50%).

3.4.2 Les profils de fragmentation

L analyse des profils de fragmentation, telle que montrée par la figure [3.19] permet
de mettre en évidence plusieurs caractéristiques qui distinguent les deux modes de frag-

mentation CID et HCD :

1. les spectres HCD montrent une abondance en fragments y; et y, nettement plus
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Figure 3.18 — Comparaison des distributions de I’intensité des ions fragments y, b et a identifiés
pour la fragmentation CID et HCD. (a) Dans le mode de fragmentation HCD, les fragments y se situent
dans des intensités relatives par rapport a I’intensité maximale supérieures que dans le mode CID. (b) Les
fragments b ont des intensités 1égerement plus élevés dans le mode HCD. (c) Dans le mode CID, une plus
grande proportion de fragments a ont des intensités inférieures a 10% alors qu’environ 9% des fragments
a dans le mode HCD ont des intensités entre 90 et 100%. (d) La plupart des fragments internes en mode
CID a de faible intensité. Une plus large proportion de fragments internes en mode HCD ont des intensités
intermédiaires.

importante que dans les spectres CID,

2. les spectres CID montrent une augmentation d’intensité avec la longueur du frag-

ment alors que ce n’est pas le cas avec les spectres HCD,

3. les spectres HCD montrent une abondance importante en fragments a; et b, alors

que les spectres CID en contiennent peu.

L’ensemble des intensités relatives pour les peptides HLA-A*01 de 9 résidus se

trouve en annexe [[II} Les mémes observations peuvent étre faites avec les peptides HLA-
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A*02, HLA-A*02, H2-Db et H2-Kb. Les fragments abondants de faible masse tels que
Y1, Y2, az et by permettent de fournir des informations supplémentaires. Le mode normal
des trappes ioniques, CID, présentent moins de fragments de faible masse. L’intensité
des fragments b1 est tres faible dans les deux modes de fragmentation. Ceci est proba-
blement dii a I’instabilité relative des ions b; [30]. On peut noter qu’il y a presque 10%
des fragments a qui ont une intensité comprise entre 90% et 100%. Cela signifie qu’il
y a des spectres HCD pour lesquels il y a au moins un fragment a qui est proche de
I’intensité maximale. Ceci n’est pas du tout le cas avec les spectres CID. Les spectres
des peptides ITEMLQKEY (Figure et LSNFGAPSY (Figure illustrent les

observations faites sur I’ensemble des données.

3.4.3 DL’incomplétude des spectres

La comparaison de I’incomplétude met évidence que la fragmentation HCD permet
d’obtenir une plus grande proportion de spectres fournissant toutes les informations né-
cessaires au séquencage. En effet, 49,9% des spectres HCD des peptides synthétiques
du CMH-I contient toutes les informations sur la fragmentation (Figure 3.22). Ce qui
signifie que tous les clivages le long de la chalne peptidique sont représentés (par des
ions b ou/et y). Alors qu’il n’y en a que 7,7% avec la fragmentation CID (Figure [3.22).
Pour 45,5% des spectres CID il manque un clivage. Les spectres HCD avec seulement un
clivage manquant comptabilisent un total de 24.3%. Ensemble, les spectres HCD conte-
nant presque toute I’information sur le clivage comptabilisent 74,3% des spectres. Ce
total n’est que de 53,2% pour les spectres CID. Ces résultats montrent clairement le gain
d’information obtenu avec la fragmentation HCD.

Les figures [3.20(a) (b) montrent respectivement le spectre en fragmentation

CID et le spectre en fragmentation HCD du méme peptide ITEMLQKEY. On peut
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Figure 3.19 — Profil des ions fragments y pour les peptides HLLA-A01 dans les deux modes de frag-
mentation CID (a) et HCD (b)

constater que le spectre HCD contient un plus grand nombre de pics et fournit plus
d’informations.

Pour illustrer I’importance de la complétude pour I’interprétation d’un spectre pre-
nons I’exemple du peptide qui a pour séquence MLNRVQILM et pour lequel le spectre

HCD a une incomplétude de 0,56. Les seuls fragments y observés sont : y, y2, y7 et yg
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Figure 3.20 — Comparaison des spectres CID et HCD pour le peptide ITEMLQKEY. (a) spectre CID
du peptide ITEMLQKEY doublement chargé. Le spectre contient une soixantaine de pics. L’intensité des
ions fragments b croit a mesure que la taille des fragments augmente. Dans une moindre mesure, 1’intensité
des ions fragments y croit a mesure que la taille des fragments augmente a I’exception de I’ion fragment yg.
On n’observe pratiquement pas d’ions a. (b) spectre HCD du peptide ITEMLQKEY doublement chargé.
Le spectre HCD contient le double de pics que le spectre CID. L'intensité des ions fragments (by, b3, bs)
décroit a mesure que la taille des fragments augmente. Les ions fragments y ont une intensité supérieure
que dans la fragmentation CID. Les intensités des ions y sont homogenes. On note que I’ion fragment a;
a une intensité relative de 100%.

alors qu’on observe aucun fragment b. Ne tenons pas compte ni des fragments internes ni
des ions immoniums. La différence de masse entre les fragments y, et y7 est de 610,356.
Le nombre de séquences possibles correspondant a cette masse est 32002 avec une to-
lérance sur la masse des fragments de +/- 0,02 Da. Autant dire que la détermination de
la séquence est impossible. La présence de I’ion immonium de 1’acide aminé Q (sachant

que cet acide aminé n’est pas dans le reste de la séquence) permet de réduire ce nombre

a 6955. Nous verrons plus tard I’importance des ions immoniums.
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Figure 3.21 — Comparaison des spectres CID et HCD pour le peptide LSNFGAPSY. (a) spectre CID
du peptide LSNFGAPSY. L’intensité de 1’ion y; est faible. Il y a peu de pics dans les basses masses du
spectre. (b) spectre HCD du peptide LSNFGAPSY. Le spectre HCD contient beaucoup plus de pics que
le spectre CID. L’intensité des ions y; et by est nettement supérieure que dans le spectre CID. Il contient
plus de fragments dans les basses masses du spectre.

La corrélation entre la complétude en CID et HCD est faible (La corrélation de Spear-
man donne r = 0,21, et elle est comprise entre 0,11 et 0,30 pour intervalle de confiance
de 95%). Pour 22% des peptides synthétiques, les spectres HCD sont moins complets
que les spectres CID. Cependant pour la majorité (68%) les spectres HCD sont plus
complets. La comparaison de la composition de ces peptides ne montrent pas de dif-
férences significatives a I’exception d’une plus grande proportion d’acides aminés Trp
(rapport 3,51) et Met (2,79) parmi les peptides produisant des spectres plus informatifs

en mode CID et une plus faible proportion de His (rapport 0,43).
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Figure 3.22 — La comparaison de I’incomplétude des spectres CID et HCD pour les peptides syn-
thétiques du CMH-I. La proportion de spectres ayant une incomplétude inférieure a 0,1 (pour la majorité
égale a 0) est plus importante avec la fragmentation en mode HCD qu’en mode CID. Globalement, 1’in-
complétude est plus importante pour les spectres CID.

3.4.4 Lesions immoniums

L’absence d’un ion fragment y ou b peut conduire a une ambiguité non seulement
sur I’orientation des deux résidus adjacents au site de clivage manquant mais aussi sur
I’identité de ces deux derniers. Pour une masse donnée, on peut avoir plusieurs combi-
naisons possibles d’acides aminés. Par exemple, une différence de masse de 229 peut
correspondre a plusieurs combinaisons d’acides aminés : N-D, Q-T, K-T, A-A-S, A-G-
T, D-G-G. Nous avons déterminé tous les compositions d’acides aminés possibles pour
les masses comprises entre 114 et 250 u (Annexe [[V). Les ions immoniums peuvent
étre tres informatifs sur la présence d’un acide aminé dans la s€équence peptidique. Leur
présence a donc un intérét évident pour le s€équengage de novo. Ils apparaissent dans un
spectre MS/MS a des masses inférieurs a 200 Da. Le tableau fournit la fréquence
des ions immoniums F; pour les spectres CID et HCD. Les spectres CID contiennent

rarement d’ions immonium ; pour ainsi presque pas. En revanche, les spectres HCD en
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contiennent fréquemment. Pour donner une idée intuitive de ce a quoi correspond la
valeur de F;, on peut dire qu’'un spectre HCD pour un peptide de 10 résidus contient en
moyenne un peu de moins de 2 ions immoniums (=~ 17,75% x 10). La figure[3.23|montre
pour chacun des acides aminés, la fréquence des ions immoniums. L.’absence des ions
immoniums en-dessous de 100 u est expliquée par la gamme de masse du spectrometre
de masse (100 a 2000 u). Sous 100 u il y aurait une perte de sensibilité trop importante
due a la lecture a la fois en haute masse et en basse masse. De plus, il est connu que
tous les acides aminés non pas la méme propension a produire des ions immoniums. Par
conséquent, alors que la présence d’ions immoniums est informative, 1’absence ne ’est
nullement. Au vu des observations, les ions immoniums de F, H et W ont une probabilité
d’étre observés supérieure a 85%. Pour F et Q, elle est respectivement supérieure a 70%
et 60%. Elle est de plus ou moins 50% pour R, E et Y.

Tableau 3.IV — Proportion d’ions immoniums dans les spectres CID et HCD. Le ratio F; correspond
au nombre d’occurences de ions immoniums divisé par la longueur du peptide. ICys est 'intervalle de
confiance a 95%.

Mode de fragmentation Ratio F; 1Cy5
CID 0,55% +/-8%
HCD 17,75% +/- 12%

3.4.5 Les fragments internes

Les fragments internes résultent du clivage de deux liaisons de la chaine peptique.
Ceux-ci ont perdu les c6tés N et C terminaux. Comme ils correspondent a des séquences
de juste quelques résidus, ils se situent principalement dans la premiere partie du spectre.

Ces pics peuvent aider a confirmer la séquence ou une sous-séquence du peptide surtout
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lorsqu’il manque des ions b et y. La présence d’un acide aminé Pro favorise les fragments

internes. De plus, ceux-ci sont environ 4 fois plus fréquents dans les spectres HCD que

dans les spectres CID comme le montre le tableau [3.V] La différence est significative.

Cette observation et celle faite sur la distribution d’intensité des fragments internes (fi-

gure nous montrent que le fragmentation en mode HCD conduit a un nombre de

fragments internes significativement plus importants et d’abondance plus importante.
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Tableau 3.V — Proportion de fragments internes dans les spectres CID et HCD. Le ratio fierne correspond
au nombre d’occurences de fragments internes divisé par la longueur du peptide moins 1.

Mode de fragmentation  finserne 1Cy5
CID 28% +/-7,23%
HCD 117% +/-5,14%

3.4.6 La précision de masse

La précision de masse est la mesure de la proximité entre la valeur observée et la
vraie valeur. L’erreur de masse implique une composante aléatoire ou stochastique et
une autre composante systématique ou biais. Cette derniere peut étre évaluée et corrigée,
notamment par ce que 1’on appelle la calibration. La précision en masse releve d’une
grande importante pour I’interprétation des spectres et peut étre déterminante pour le
séquencage de novo. Comme déja mentionné, plusieurs combinaisons d’acides aminés
peuvent correspondre a une méme différence de masse (Annexe [[V). Le concept de
peptides homéométriques, introduit par le Dr Pevzner et son équipe, permet de mettre
en évidence I’apport évident de la haute précision en masse [5]. Ces derniers sont des
peptides de séquences différentes mais de spectres similaires. Ils démontrent que plus
la précision en masse est bonne, moins de séquences peuvent correspondre a un spectre
donné.

La figure [3.24] représente la distribution de 1’erreur de masse sur les fragments y,
y—H,0 et y— NH3; en mode HCD. Celle-ci se situe en-dessous de 20ppm soit 0,02 Da
pour un peptide d’une masse de 1000 Da. Les résultats sont semblables pour les autres
types de fragments. Par comparaison, la figure [3.25| montre que ’erreur de masse en
mode CID est bien supérieure. Moins de 10% des fragments observés coincidant avec
les fragments théoriques se situent dans un intervalle inférieur a 0,02 Da pour les spectres

CID. La proportion est de plus de 80% pour les spectres HCD.
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3.5 DPL’influence de la composition des peptides sur la fragmentation

Plusieurs études se sont intéressées a déterminer 1’influence de chacun des acides
aminés sur la fragmentation des peptides trypsiques. Ici, on fait le méme type d’analyse
sur les peptides du CMH-I. On montre I’'influence de chacun des acides aminés adjacents

au site de clivage et distants de celui-ci.

3.5.1 Le N-biais

On s’intéresse ici au N-biais uniquement pour les spectres HCD. On met en évidence
que la protonation et la rupture de la liaison amide située en N-terminal de 1’acide aminé
Pro est favorable. En effet, la valeur N-biais pour cet acide aminé approche 0,7 pour les
ions y et 0,6 pour les ions b comme le montre la figure [3.26] Ces ions, résultant de la
fragmentation du coté N-terminal, domine en général le spectre alors que ceux issus de la
rupture du c6té C-terminale sont peu observés. La structure de la proline fait obstacle au
clivage de la liaison du c6té C-terminale en empéchant 1’attaque de la fonction carbonyle
en N-terminal [41]. D autres acides aminés ont un N-biais opposé tels que les acides
aminés Met (M) , Ile (I), Val (V), Leu (L) et Gln (Q) et Glu (N). Les acides aminés Arg
(R) et His (H) montrent respectivement un N-biais de 0,38 et 0,49 pour les ions y. Alors
que pour les ions b, les valeurs de N-biais sont opposés. L’acide Met (M) montre un
N-biais supérieur a 0,3 pour les ions b. Pour les autres résidus, 1’intervalle de confiance

relativement important ne permet pas de faire ressortir un effet évident.

3.5.2 DL’influence des résidus adjacents au site de clivage

Les cartes de couples de résidus permettent de faire plusieurs observations. On peut

voir sur la figure[3.27|que pour les couples X-Pou X € A,N,D,E,Q,H,I,L,K,M,F,S,W,Y,V
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Figure 3.26 — Le N-biais pour les peptides du CMH-I en fragmentation HCD. (a) N-biais pour les

ions y correspondant a chacun des acides aminés. (b) N-biais pour les ions b correspondant a chacun des
acides aminés. L’intervalle de confiance bootstrap a 95% montré par les lignes noires.

(colonne P), on a principalement des carrés foncés. L’ acide aminé Pro est favorable a la
fragmentation du coté N-terminal dans les deux modes de fragmentation CID et HCD.
Ceci confirme ce que le calcul du N-biais mettait en évidence.

En revanche, les couples C-P et R-P conduisent a des fragments de plus faible abon-
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dance. Les lignes correspondantes a I, L et V sont globalement plus foncées que les
autres. Les couples I-X, L-X et V-X sont en effet favorables a la fragmentation. Les
couples A-X montrent dans une moindre mesure une propension a produire des frag-
ments abondants. Le clivage en C-terminale de la glutamine (Q-X) est relativement im-
portant. Les couples N-X impliquant I’autre acide aminé avec un groupe amide ne pro-
duit pas de fragments aussi abondants. Les couples G-X, R-X, H-X (sauf H-P) et P-X
produisent des fragments y de faible abondance surtout en CID. La figure [3.28 montre
que les couples I-X, L-X et V-X produisent des fragments b relativement abondants en
CID. La figure [3.29 met en évidence la différence significative entre la fragmentation
CID et HCD pour les fragments a. Globalement, les couples [-X, L-X et V-X produisent

les ions fragments les plus abondants.
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Figure 3.27 — Matrice d’intensité pour les ions y en fonction des deux résidus adjacents au site de
clivage pour I’ensemble des peptides du CMH-I. (a) CID (b) HCD
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Figure 3.28 — Matrice d’intensité pour les ions b en fonction des deux résidus adjacents au site de
clivage pour I’ensemble des peptides du CMH-I. (a) CID (b) HCD
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Figure 3.29 — Matrice d’intensité pour les ions a en fonction des deux résidus adjacents au site de
clivage pour I’ensemble des peptides du CMH-I. (a) CID (b) HCD
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3.5.3 DL’influence des résidus non-adjacents au site de clivage

L’influence de chacun des résidus sur la fragmentation lorsqu’ils ne sont pas adja-
cents au site de clivage a été évalué. Pour les ions y et b, la fréquence des acides aminés
est calculée en divisant leur occurrence dans les ions fragments observés par leur occur-
rence dans I’ensemble des séquences des peptides synthétiques. En fragmentation HCD,
on peut constater que les acides aminés Arg, Lys et His se retrouvent préférentiellement
dans les ions fragments y (figure [3.30). Alors que les résidus Ala, Asp, Gln et Asn se
trouve plus souvent parmi les ions fragments b. On constate que I’acide aminé Met,
plus fréquent parmi les peptides du CMH-I que dans le protéome, est le moins favorable

a ’observation des ions y et b. En fragmentation CID, on trouve également le méme

résultat.
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Figure 3.30 — Fréquence de chacun des acides aminés distants du site de clivage dans les ions frag-
ments.

3.6 Une revue des acides aminés

Dans cette section, on passe en revue un certain nombre d’acides aminés pour les-
quels quelques observations pertinentes ont été faites et dont les algorithmes de séquen-

cage de novo devraient tenir compte.
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3.6.1 Glycine

Deux glycines consécutives (G-G) conduit souvent a I’absence de clivage entre les
deux résidus. C’est notamment le cas pour les peptides synthétiques du CMH-I suivant :
LLPRVVGGK, AALLDGGNM, RGGVNTFLI, WFSQRGGSY, ATGTDMPGGY. No-
tons que 5 peptides synthétiques du CMH-I contenant un sous-séquence G-G n’ont pas
été assignés par MASCOT parce qu’ils ont conduit a une fragmentation trop pauvre
en information : VMCGGSLYV, LLENILGGWYV, SFGGASCCLY, QLYLGGMSYY,
TIFVTGGL. De plus, I’asparagine est isomérique a deux glycines. L’absence de clivage

entre les deux glycines ne permet pas de discriminer avec une asparagine.

3.6.2 Sérine

La sérine présente souvent des pertes en eau. On peut noter la présente d’un pic a une
masse inférieure de 18 Da a la masse du fragment sans perte. On remarque parfois aussi
la présente d’autres pics distants de 18 Da du fragment avec perte d’eau. Il se produit

des pertes de molécules d’eau distantes du site de clivage.

3.6.3 Proline

Cet acide aminé est associé avec des ions fragments abondants. Nos analyses le
confirment aussi avec les peptides synthétiques du CMH-I et ce quelque soit la fragmen-
tation utilisé. Cette propriété est peu affectée par les autres acides aminés composant le
peptide. A tel point que le pic associé au clivage en position N-terminal est facilement
identifiable grace a son intensité. Habituellement, les peptides contenant une proline a
n’importe quelle position a I’exception de celles terminales ont une grande proportion

de fragments internes avec la proline comme premier résidu. On n’observe pas cela avec
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les peptides synthétiques du CMH-I.

3.6.4 Valine, leucine, isoleucine

Les acides aminés Val, Leu et Ile ont en commun une chaine aliphatique. Et on
remarque aussi qu’ils semblent avoir la méme propension a favoriser la fragmentation

quand ils sont situés du c6té N-terminal du site de clivage.

3.6.5 Asparagine et acide aspartique

[asparagine a une masse (114.043) tres proche de celle de 1’acide aspartique (115.027).
Sans une bonne précision de masse, il est possible de les confondre. Il faut noter aussi
que cet acide aminé est isomérique a deux glycines. De plus lors de modifications post-
traductionnelles des protéines, certains acides aminés telle que 1’asparagine peut subir
une déamination convertissant ce dernier en acide aspartique ou en acide iso-aspartique.
Les manipulations des échantillons peuvent aussi conduire a cette déamination [26]. Une
erreur sur I’identification du pic monoisotopique peut conduire a une ambiguité. Ces re-

marques sont valables aussi pour I’acide aspartique.

3.6.6 Lysine

La lysine (128.095) est isobarique a la glutamine (128.059). Une bonne précision
de masse est donc nécessaire. Dans le cas des peptides trypsiques, il ne peut y avoir
d’ambiguité entre la lysine et la glutamine en position C-terminal. Pour les peptides
auxquels nous nous intéressons, nous n’avons aucune connaissance a priori sur la na-
ture de I’acide aminé en position C-terminal. Si on a connaissance de 1’isoforme de la
molécule du CMH-I, on peut avoir un indice. Les spectres de peptides du CMH-I ayant

une glutamine en N-terminal présentent des ions fragments abondants avec des valeurs
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de m/z inférieurs de 17u par rapport aux fragments a et b [29]]. La lysine est isobarique
de glycine-alanine. La lysine influe sur la proportion respective des fragments b et y en

fonction de sa position dans la séquence.

3.6.7 Glutamine

La précision en masse est un atout pour distinguer la glutamine et la glutamate qui

ont des masses tres proches. La glutamine est isoméroque de glycine-alanine.

3.6.8 Méthionine

La méthionine semble étre défavorable a I’observation des ions y et b lorsque cet

résidu n’est pas adjacent au site de clivage.

3.6.9 Histidine

La présence d’une histidine conduit souvent (85% en mode HCD) a I’observation des
ions immoniums a masse de 110 m/z. Ceci est donc une bonne indication de la présence
d’une histidine dans la séquence peptidique car aucun autre acide aminé ne conduit a des
ions a cette masse. L’histidine influe sur la proportion respective des fragments b et y en

fonction de sa position dans la séquence.

3.6.10 Phénylalanine

Comme pour I’histidine, la présence de 1’ion immoninum a un m/z de 120 permet de

confirmer la présence d’un moins une phénylalanine dans la séquence peptidique.
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3.6.11 Tyrosine
On peut observer la présence d’ions immoniums associé a la tyrosine dans plus de la
moitié des cas en mode HCD.
3.6.12 Arginine

L’arginine influe beaucoup sur la fragmentation. S’il est en position C-terminal, il va
favoriser la présence des ions y. En revanche, s’il est du c6té N-terminal, il va favoriser
les ions b. L’arginine est isobarique a valine-glycine.

3.6.13 Tryptophane

Cet acide aminé est tres peu fréquent dans nos données. Cependant, il I’est également

dans I’ensemble du protéome.

3.7 Conclusion

La comparaison de la fragmentation en mode CID des peptides du CMH-I avec les
peptides trypsiques habituellement utilisés dans I’étude du protéome fait ressortir plu-

sieurs faits intéressants :

1. les peptides du CMH-I conduisent a moins de 10% de spectres complets alors

qu’avec les peptides trypsiques on atteint presque 70% ;

2. la fragmentation des peptides du CMH-I donnent lieu a moins de fragments b, y et

a;

3. les ions fragments des peptides du CMH-I sont globalement moins abondants ;

4. le profil de fragmentation des peptides du CMH-I est différent.
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La fragmentation des peptides a laquelle on s’intéresse ici est nettement moins infor-
mative que celle des peptides trypsiques. On comprend aisément pourquoi ces peptides
sont plus difficiles a identifier et a séquencer. De plus, le profil de fragmentation est dif-
férent. Par conséquent, les algorithmes basés sur I’apprentissage de données spectrales
de peptides trypsiques seront certainement moins performants, a niveau d’information
égal, avec les peptides du CMH-I.

Néanmoins, on montre que la fragmentation en mode HCD permet d’obtenir des
spectres plus informatifs qu’en mode CID. La moitié€ des spectres HCD sont complets et
presque 25% sont quasiment complets avec un seul clivage manquant. Les ions immo-
niums, les fragments internes et les ions fragments de basse masse apportent également
des informations supplémentaires pour I’interprétation des spectres. De plus, la précision
en masse du mode HCD permet de réduire le nombre de séquences candidates possibles
pour un spectre donné. Tous ces éléments devraient permettre d’améliorer le séquengage
de novo.

Le profil de fragmentation des peptides du CMH-I différent des peptides générale-
ment utilisés pour la conception des algorithmes de séquencage de novo montre qu’il

serait souhaitable de les amender spécifiquement pour ces peptides.



CHAPITRE 4

L’EVALUATION DES ALGORITHMES DE SEQUENCAGE DE NOVO POUR
LES PEPTIDES DU CMH-I

Le séquengage de novo présente un intérét évident lorsqu’on s’intéresse a des sé-
quences peptidiques mutées ou pour lesquelles aucun gene n’est séquencé. Il peut per-
mettre aussi d’identifier des pathogenes ou des nouvelles souches de virus par exemple [7]].
Il existe une diversité de programmes de séquencage de novo qui, pour certains, ont fait
leur preuve. Il n’est pas aisé¢ de savoir lequel d’entre eux est le plus adapté pour un
cas particulier. Il existe peu d’études indépendantes qui ont évalué les performances
des programmes existants. Il ressort néanmoins d’une étude relativement exhaustive que
quelques uns se démarquent : Peaks, pepNovo, novoHMM [61]. Cependant, celle-ci
ne s’est intéressée qu’aux peptides trypsiques. A ce jour, aucune d’entre elles ne s’est
penché sur les peptides du CMH-I. Comme on I’a vu précédemment, les peptides du
CMH-I ont des caractéristiques de fragmentation différentes des peptides trypsiques. La
moindre qualité des spectres issus de la fragmentation des peptides du CMH-I et la plus
faible quantité d’information fournie pénalisent leur séquencage par rapport aux pep-
tides trypsiques. S’ajoute a cela le fait que la plupart des algorithmes de séquencage
de novo ont été congus ou entrainés pour les peptides trypsiques. On s’est néanmoins
basé sur I’étude de Pevtsov et al. [61] pour faire une pré-sélection des programmes les
plus susceptibles de montrer des performances acceptables avec les peptides auxquels on
s’intéresse. D’autres programmes, non évalués de facon indépendantes, ont récemment
été développés spécifiquement pour la fragmentation en mode HCD. On s’est intéressé

également a ces derniers. Pour évaluer les différents algorithmes, un programme a été
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développé. Celui-ci compare les séquences estimées par les méthodes de séquencage de
novo avec les véritables séquences associées a chacun des spectres MS/MS. On montre
de facon non équivoque que le programme Peaks est plus performant que les autres. Sa
conception en explique en partie la raison. Apres I’évaluation comparative des différents
programmes retenus, on s’ attardera davantage sur le programme montrant les meilleures

performances.

4.1 Les programmes évalués

L’étude antérieure de Pevtsov et al. [61] et la compréhension des algorithmes mis
en oeuvre permettent de faire une présélection. On peut s’épargner une étude exhaustive
de I’ensemble des programmes existants qui serait fastidieuse et ne présenterait que peu
d’intérét. Certains programmes ont des performances médiocres (AUDENS) alors que
d’autres sont spécifiquement congus pour les peptides trypsiques au point qu’ils ne re-
tournent que des séquences se terminant par un acide aminé Lys ou Arg (novoHMM).
On s’est donc arrété sur les algorithmes suivants : Lutefisk, pepNovo, Peaks, pNovo et
Vonode. Les deux derniers ont ét€ développés récemment et ont été congus spécialement

pour la fragmentation HCD.

4.1.1 Lutefisk

Le programme Lutefisk [78]] est basé sur une approche de théorie des graphes pour la
fragmentation en mode CID. Il a été développé pour les peptides trypsiques. Par consé-
quent, on peut s’attendre a ce qu’il donne de moins bons résultats avec les peptides
du CMH-I. Le programme convertit tous les ions en ions b correspondants. La liste

d’ions b obtenus est convertie en graphe. Il parcourt ensuite le graphe a partir de la po-
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sition N-terminal pour déterminer les séquences candidates. Il commence par trouver
tous les ions b possibles distants d’une masse d’un acide aminé a partir de la position
N-terminal et ainsi de suite. Le score est basé sur le nombre de pics correspondant a des
fragments connus et leur intensité. Une analyse de corrélation croisée est ensuite faite
sur les meilleures séquences candidates. La stratégie utilisée par ce programme le rend
plus sensible aux clivages manquants par exemple. La version utilisée pour notre analyse

est LutefiskXP v1.0.5 (http://sourceforge.net/projects/lutefiskxp).

4.1.2 PepNovo

Le programme PepNovo [25] est basé sur 'utilisation des graphes. Il cherche le
chemin asymétrique ayant le meilleur score a I’aide d’un algorithme de programma-
tion dynamique. Il utilise un test d’hypothese qui compare deux hypotheses concur-
rentes pour un graphe S et une masse m d’un possible site de clivage. La premiere hy-
pothese, appelée hypothese CID, concerne la véracité pour une masse m d’un clivage
dans le peptide qui conduit au spectre S. D’apres cette hypothese, il y a des regles qui
régissent la fragmentation. Par exemple, Il y a certaines combinaisons de fragments et
intensités qui sont plus probables que d’autres. Un modele renseigne sur la probabi-
lité de détecter un ensemble d’intensités de fragments observés étant donnée une masse
m correspondant a un site de clivage dans le peptide dont résulte le spectre S. Un en-
semble de spectres accompagnés des séquences peptidiques correspondantes est uti-
lisé pour I’entrainement du modele. L’hypothese concurrente est 1’hypothese de pics
aléatoires. Elle présume que les pics dans le spectre résultent d’un phénomene aléa-
toire. Le score pour une masse m et un spectre S correspond au logarithme du rap-
port de vraisemblance de ces deux hypotheses. Cet algorithme est dépendant des don-

nées d’apprentissage. Etant donné que celui-ci a été entrainé sur des spectres CID de
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peptides trypsiques, il est avant tout adapté pour ce type des spectres. PepNovo ne
retourne pas nécessairement la séquence complete mais privilégie 1’exactitude de la
sous-séquence retournée. La version utilisée est PepNovo+ (Release 2010225 : http:

//proteomics.ucsd.edu/Software/PepNovo.html).

4.1.3 Peaks

Peaks [47] utilise une approche originale par rapport a la majorité des programmes
basés sur la théorie des graphes. Le programme repose sur I'utilisation d’un score de

pénalité/récompense. Peaks procede en 4 étapes :

1. Prétraitement des données MS/MS brutes incluant le filtrage du bruit, le centrage

des pics et la déconvolution des ions doublement et triplement chargés,
2. Détermination des séquences candidates possibles,
3. Sélection des meilleurs candidats,

4. Calcul d’un score de confiance global pour la séquence du peptide et d’un score

de confiance individuel pour chacun des acides aminés.

La détermination des candidats consiste a calculer les 10000 meilleures s€quences
possibles pour une masse de précurseur donnée. La précision en masse sur le précurseur
releve d’une grande importance pour cette étape. Les ions a, b, ¢, x, y, b — H>0, y — H,0,
b— NH3, y— NH3 sont pris en compte. Plus il y a des pics calculés coincidant avec des
pics observés, plus la séquence est considérée comme probable. Pour chaque masse m,
I’algorithme calcule la pénalité/récompense qu’un ion y ou b ait une masse m. S’il y a un

pic proche de m, la récompense est égale au logarithme de I’intensité du pic multiplié par


http://proteomics.ucsd.edu/Software/PepNovo.html
http://proteomics.ucsd.edu/Software/PepNovo.html
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un facteur proportionnel a I’erreur de masse entre m et la masse du pic observé, et mul-
tiplié par un facteur reflétant la coexistence des ions x, y — H,0, y-NH3 ou a, ¢, b-H0,
b-NH;3. S’il n’y a pas de pic a proximité de m, une pénalité est affectée. La meilleure
séquence est celle pour laquelle les ions y et » maximisent la valeur récompense moins
la valeur pénalité. A la troisiéme étape, le score est recalculé pour I’ensemble des 10000
séquences en tenant compte notamment des ions immoniums et des fragments internes.
Pour terminer, Peaks calcule un score de confiance pour les k meilleurs candidats (k
étant fixé par I'utilisateur). Le score est une mesure de vraisemblance pour chaque pep-
tide. Cette approche qui differe de celles basées sur les graphes permet de contourner
plus aisément le cas ou des pics sont manquants comme par exemple c’est souvent le
cas avec des glycines successives. Peaks pourra déterminer deux sous-séquences dans
un méme peptide avec un niveau tres élevé de confiance séparés par un segment de
faible confiance. On a également vu dans le chapitre 3 que contrairement aux peptides
trypsiques, les peptides du CMH-I conduisent plus souvent a des spectres pour lesquels
certains clivages sont manquants. Il faut noter que la stratégie de Peaks repose grande-
ment sur la masse du précurseur. Une bonne précision de masse ne peut que conduire a
une meilleure confiance et a la réduction de taux de faux positifs. Comme Peaks se base
sur la masse du précurseur, autrement dit la masse du peptide, il va donc proposer des so-
lutions en accord avec cette masse. Bien qu’il puisse arriver que des spectres soient tres
informatifs pour une sous-séquence du peptide, Peaks va proposer une solution globale
au détriment de I’exactitude pour la région du spectre de qualité. Ces remarques faites,
Peaks semble étre tout adapté pour des peptides de petite taille et une bonne précision
de masse sur le précurseur et ne patit pas autant que les autres méthodes de 1’absence de

pics.
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4.1.4 pNovo

Le programme pNovo [12]] utilise les informations supplémentaires fournies par les
spectres HCD tels que les fragments internes et les ions immonium. De plus, il tire profit
de la haute précision en masse. Comme nombre de programmes de séquencgage de novo,
il est basé sur I’utilisation de la théorie des graphes. Il y a une étape de prétraitement
qui consiste en la détermination de la charge des pics, la transformation des intensités
absolues en rangs relatifs [3], la suppression dans le spectre des ions immoniums afin
de simplifier son interprétation et enfin I’extraction des k pics les plus intenses pour
la construction du graphe spectral. La construction du graphe spectral suit les étapes

suivantes :

1. Chaque pic est séparé en un maximum de 6 sommets correspondants aux différents
typesd’ions :y, b,y —NH3,y—H20, a, ety doublement chargé. Par exemple, s’il
y a un pic a un m/z de 796,54 dans un spectre pour lequel la masse du précurseur
est 1387,76 Da, et que les ions y et b sont pris en considération, alors deux som-
mets, localisés & un m/z de 796,54 et un m/z de 591,22 sont générés. A chaque
sommet est associé un poids proportionnel a I’intensité du pic correspondant. L’ as-
sociation sommet-pic est générée seulement si la probabilité d’observation du pic

est supérieur a 0,1.

2. Si plusieurs sommets sont associés a des fragments de méme masse (a une to-
lérance de masse pres), ils sont fusionnés. L.e nouveau poids associé au sommet

fusionné correspond a la somme des poids de chaque sommet.

3. Il connecte ensuite les sommets pour lesquels la différence de masse correspond a

celle d’un acide aminé ou la somme de plusieurs résidus. Le poids de chaque arc
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correspond a la somme des poids des sommets reliés par celle-ci.

4. Enfin, a chaque arc sont assignés des nouveaux poids en tenant compte de la pré-
cision de masse et I’observation des ions immoniums et des fragments internes.
Le poids est multiplié par une pénalité corrélée a la différence avec la masse théo-

rique.

Une fois le graphe construit, Il cherche les chemins asymétriques ayant les meilleurs
scores a 1’aide d’un algorithme de recherche en profondeur d’abord avec une stratégie
d’élagage [12]] . Le calcul du score repose sur la différence de masse entre les pics obser-
vés et les pics théoriques. Le programme est donc tres sensible a la précision de masse.
En conséquence, une mauvaise calibration peut nuire a 1’élucidation de la séquence. Le
programme exécutable nous a été directement livré par Hao Chi (Institute of Computing

Technology, Chinese Academy of Sciences, Beijing).

4.1.5 Vonode

Le programme Vonode [38] a été développé pour tirer profit de la haute précision
en masse. Le calcul du score repose davantage sur la précision (ou erreur) de masse
que I'intensité des pics comme dans la plupart des autres programmes. Grace a la haute
précision en masse, les ions fragments avec de faible intensité peuvent €tre pris en consi-
dération et correspondre a des ions b et y a I'instar de ceux d’intensité plus importante.
Vonode utilise un nouveau type de graphe dans lequel les ions observés ne sont transfor-
més qu’en un seul et unique sommet et 4 types d’arcs sont utilisées pour représenter les
différentes relations possibles entre des ions fragment adjacents. Un résidu est flanqué
par les ions yp, ynt1, bx—1 et bg. Un arc relie I’ion yj, au prochain ion yj | (ou by_; a

by). Une arc relie y, au prochain ion b;_; complémentaire. Une arc relie y,, a I'ion
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complémentaire précédent by. Enfin, une arc relie deux ions b et y complémentaires. La
résolution du graphe est plus complexe que dans les autres programmes mais le calcul
du score est simplifié par la prise en compte uniquement de la masse des fragments. Vo-
node cherche a trouver une sous-séquence ("sequence tags") correspondant parfaitement
a la vraie séquence. Autrement dit, Vonode retourne rarement la séquence complete. 1l

fonctionne en 4 étapes :

1. la construction du graphe spectral avec les 4 types d’arcs,

2. la construction du graphe de la séquence a partir du graphe spectral,

3. larecherche des sous-séquences,

4. et enfin le calcul des scores.

Pour plus de détails, on peut se référer a la publication dans laquelle 1’algorithme est

expliqué [S8]] . Il y a 3 remarques importantes a retenir :

1. les performances sont affectées par I’erreur de masse,

2. les séquences retournées sont majoritairement des sous-séquences,

3. les séquences inverseées des séquences candidates sont a prendre en considération
(par exemple, si la séquence ANDREWS est retournée, il faut tenir compte de la

séquence SWERDNA).

La version utilisée est disponible a 1’adresse suivante : http://compbio.ornl.

gov/Vonode/.


http://compbio.ornl.gov/Vonode/
http://compbio.ornl.gov/Vonode/
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4.2 D’algorithme de comparaison des algorithmes de séquencage de novo

Evaluer les performances d’un algorithme de séquencage de novo consiste a mesu-
rer la proximité des séquences proposées par celui-ci a la séquence réelle associé au
spectre. Le probleme se résume donc a calculer la similarité entre deux séquences nu-
cléiques, d’une part la véritable séquence du peptide (que nous appellerons séquence
réelle) et la séquence (ou les séquences) retournée(s) par I’algorithme (que nous appel-
lerons séquence de novo).

Les séquences réelles et de novo sont en fait des chaines ou chacun des acides ami-
nés est symbolisé par une lettre appartenant a un alphabet ) de 20 lettres (}, = {A, C,
D,E,FG H, K, M,N,P,Q,R,S, T, V, W, ], Y}). Pour mesurer la similarité de deux
séquences S et S,, on utilise ce qu’on appelle une fonction de similarité o (sy,s,) (I’in-
verse de la fonction de distance utilisée par ailleurs). L’algorithme de comparaison de
séquences est inspiré de I’algorithme de Needleman-Wunsch [54] couramment utilisé en
bioinformatique. Ce dernier effectue un alignement global maximal des deux séquences
peptidiques en garantissant de trouver I’alignement de score maximal. Cependant, il faut
tenir compte de spécificités liées a la spectrométrie de masse et la fragmentation. Car ici
on ne s’intéresse pas a évaluer I’ensemble de la chaine de traitement conduisant in fine
a la détermination de la séquence mais uniquement I’algorithme de séquencage de novo

qui est tributaire de la qualité et I’informativité du spectre qui lui est fourni.

4.2.1 La matrice de similarité des acides aminés

L’algorithme d’alignement et de comparaison de séquences utilise une matrice de
similarité des acides aminés. Celle-ci renseigne, comme son nom 1’indique, sur la si-

milarité entre chacun des acides aminés. Contrairement aux cas plus complexes ot 1’on



102

cherche a mesurer une similarité de nature phylogénique ou a prédire la structure se-
condaire d’une protéine, on s’intéresse ici a mesurer la similarité du point de vue de la
masse. La similarité s(aj,ay) traduit tout simplement la différence en masse de deux

acides aminés a; et as :

lm(ay) —m(az)|
max [m(ay),m(a)]

s(ar,az) =100 x |1 —k x 4.1)

La matrice de similarité est ainsi construite par 1’application de cette formule. La
similarité entre deux résidus de méme masse est égale a 100. Quelques soient les perfor-
mances des algorithmes de séquencgage de novo existants, ils ne font pas la distinction
entre les acides aminés Ile et Leu. Par conséquent s(L,I) = s(I,L) = 100. Les ions im-
moniums associés a ces deux acides aminés ont également la méme masse. Seuls les
fragments d et w, peu abondants, peuvent permettre de discriminer entre 1’un et I’autre
mais ils ne sont pas utilisés par les algorithmes. Par conséquent, les séquences ALIEN
et ALLEN, par exemple, sont considérées identiques dans notre évaluation. De plus, si
la précision de masse est moins bonne que 0.1 Da, il est impossible de distinguer entre
les acides aminés Lys et Asp avec les seuls fragments y et b. La valeur de k a été fixée
a 1,38 de facon a ce que la plus faible valeur de similarité entre deux acides aminés soit

égale a 4,3 (Trp versus Gly).

4.2.2 La permutation des résidus adjacents

Il arrive fréquemment que des résidus adjacents soient intervertis a cause de 1’ab-
sence de I’ion fragment correspondant au clivage de la liaison peptidique les reliant.
Cette absence peut €tre due au fait que le peptide n’a pas été fragmenté entre les deux ré-

sidus ou que le fragment n’a pas été détecté. L’algorithme de comparaison tient compte
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de cette erreur et n’affecte pas le score de similarité puis que 1’algorithme de séquen-
cage de novo n’est pas responsable de celle-ci. Par exemple, les séquences ANDREWS
et NADREWS seront considérées comme parfaitement similaires.

L’algorithme calcule donc la similarité entre la séquence de novo et toutes les sé-
quences contenant les permutations générées a partir de la séquence réelle. Par exemple,
pour la séquence ALIEN, on aura les séquences suivantes : ALIEN, ALINE, ALNIE,
AILEN, AILNE, LAIEN, LAINE, LAEIN. Le nombre maximum de séquences de lon-
gueur / contenant des permutations de résidus adjacents, noté N(/), se calcule par la

formule de récurrence suivante :

lsil=1
N(l) = 2sil =2 (4.2)
sinonN(l—1)+N(l—2)

Il peut y en avoir moins si deux résidus adjacents sont identiques.
Dans la présente étude, nous disposons de spectres et des séquences correspondantes.
Le programme StatPeaks fournit dans le fichier IDE les fragments y et b présents dans
le spectre. Par conséquent, une autre approche possible est de générer a partir de ces
fragments observés et identifiés, toutes les séquences possibles. Cette alternative a la
génération de séquences avec permutation telle décrite plus haut demande une étape

supplémentaire. Elle n’a pas été retenue et n’est pas décrite ici.

4.2.3 Le calcul des scores

Pour évaluer les algorithmes, 3 scores différents sont calculés afin de tenir compte

des spécificités de chacun d’entre eux.
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4.2.3.1 Le score de similarité

On s’intéresse a déterminer le degré de similarité entre la séquence réelle et la sé-
quence de novo. Pour ce faire, on utilise un algorithme d’alignement. L’algorithme ins-
piré de 1’algorithme de Needleman-Wunsch utilise une pénalité de trou égale a 0. On
désigne la séquence réelle par S, de longueur 7 et la séquence de novo par S; de longueur
m. L algorithme construit une matrice a deux dimensions. Le nombre de lignes est égal a
la longueur de S, alors que le nombre de colonnes est é€gal a la longueur de ;. Les rangs
des lignes et des colonnes sont respectivement notés i et j. Pour chacun des résidus de S,
est associée une colonne et pour chacun des résidus de S; est associé une ligne. Au fur
et a mesure de la progression de I’algorithme, un score optimal F;; est calculé pour les
i premiers résidus de S, et les j premiers résidus de S;. Une fois la matrice complétée,
la valeur de F,,, correspond au score maximal et celui-ci est divisé par la plus petite

longueur des deux séquences. On définit la similarité par :

an

(S S = itnm)

4.3)

Notons que si la séquence de novo est une sous-séquence de la séquence réelle, on
considere que la similarité est totale. Par exemple, pour les séquences S, = ALDENTE
et S; = DENTE, nous obtenons un score maximal de 500 car il y a 5 résidus identiques

et 2 trous au cofit de 0. La similarité a(S,, S;) est égale a 100.

Ss: AL D E N T E
Si: - - D E NTE

Ce score permet d’évaluer I’exactitude de la séquence retournée sans tenir compte
de I’exhaustivité. Pour certaines applications, il est plus important d’obtenir une sous-

séquence exacte qu’une séquence se voulant exhaustive mais comportant des erreurs. La
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longueur des peptides du CMH-I varie entre 8 et 12 résidus pour la plupart. Obtenir une
sous-séquence de 7 résidus peut étre suffisant pour permettre de procéder a un "blast" et
identifier la protéine source sans ambiguité dans la plupart des cas. Il est recommandé

aux moins 6 résidus pour la recherche avec 1’algorithme blastp [21].

4.2.3.2 Le taux d’identité

Le taux d’identité Id de séquences se mesure par le nombre d’acides aminés iden-
tiques obtenu aprés alignement. A partir de I’alignement effectué avec 1’algorithme
décrit plus haut, on compte le nombre d’acides aminés identiques entre la séquence
de novo et la séquence réelle en tenant compte de leur emplacement dans la séquence.
Dans I’exemple suivant, 5 résidus sur 7 sont identiques, on a donc une identité de 5/7 =

71,43%.

©
z %
< Q
Rl
= =
Z Z
- -
= =

4.2.3.3 La plus longue sous-séquence correcte

Une des approches fréquemment rencontrée dans la littérature pour évaluer les al-
gorithmes de séquencage de novo est 'utilisation du pourcentage de sous-séquences
contigiies correctes [25]] [23]. Tous les algorithmes ne prédisent pas des peptides com-
plets correspondant nécessairement a la masse du précurseur. C’est le cas notamment
de PepNovo et de Vonode. Il arrive fréquemment que les pics a proximité des positions
terminales ne soient pas détectés ou soient confondus avec le bruit. Comme vu au cha-
pitre 3, les fragments y,_; et by pour des peptides du CMH-I de n résidus sont souvent

de faible intensité. Par conséquent, les sous-séquences correctes se situent le plus sou-
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vent dans le milieu du peptide. Dans I’exemple ci-dessous, la plus longue sous-séquence

correcte est DENTE d’une longueur de 5 résidus.

Sst AL R D E

NTEG
SS: AL NDENTE V

4.3 L’évaluation des 5 algorithmes

Dans cette section sont présentés les résultats de comparaisons faites sur les 5 pro-
grammes que nous avons retenus. Par de soucis concision, ne sont exposés que les ré-
sultats des analyses menées avec les peptides du CMH-I. Pour procéder aux tests, nous
avons utilisé les librairies de spectres décrites au chapitre 3. Pour les peptides du CMH-I,
nous disposons de 490 spectres en mode CID et 415 en mode HCD. Pour les peptides
trypsiques, nous disposons de 2328 spectres CID.

Pevzner et al. ont calculé I’abondance des peptides homéométriques [3] et leur im-
pact sur 1’élucidation des spectres de masse. Méme si une haute précision en masse
permet d’en diminuer le nombre, il en subsiste une quantité importante notamment avec
les peptides du CMH-I pour lesquels il y a plus souvent des clivages manquants. Cela
signifie que plusieurs séquences peptidiques peuvent correspondre a un méme spectre.
On les appelle des séquences équiprobables. 1”abondance de celles-ci oblige de tenir
compte des k premieres s€quences candidates retournées par le programme de séquen-
cage de novo. Dans les analyses, les 5 premieres séquences sont prises en compte (k =
5).

En mode CID, pour chacun des programmes, nous avons utilisé les parametres par
défaut. Aucune enzyme n’a été spécifiée quand ce parametre était ajustable. La tolérance

sur la masse du précurseur a été fixée a 20 ppm (ou 0,02 Da) et celle sur les fragments
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a 0,5 Da. En mode HCD, la tolérance sur la masse du précuseur a été fixé a 10 ppm (ou

0,01 Da) et 0,02 Da pour les fragments.

4.3.1 La comparaison des scores de similarité

Les algorithmes Lutefisk et PepNovo ont été développés pour le mode CID. Leurs
performances sont donc optimales pour ce mode de fragmentation. On peut constater
que PepNovo est I’algorithme qui donne les meilleurs résultats en mode CID avec les

peptides synthétiques du CMH-1.

40% - 1
m Lutefisk [ PEAKS @ Pepnovo A
35% -
o 30% -
o 25% -
O
c 0
o 20% -
o
15% -
‘D
L 10% -
| LIS Tt o Sl o O P
O%_ Ii—’_‘l T T T T T T T T T -1
<90 90 91 92 93 94 9 96 97 98 99 100

similarité
Figure 4.1 - Comparaison des distributions de score de similarité pour les programmes Lutefisk,
Peaks et Pepnovo pour les peptides du CMH-I en mode CID. Pres de 37% des spectres CID sont
correctement séquencés avec le programme PepNovo. Peaks donne de moins bons résultats avec seulement
environ 32% des spectres correctement séquencés. Lutefisk est sensiblement moins bon que les deux
premiers programmes pour ce qui est de séquengage avec un score de similarité de 100. Cependant, ce
dernier fournit moins de séquences éloignées de la vraie séquence avec seulement 17%.

En mode HCD, Peaks donne de meilleurs résultats que les autres programmes. Ces
résultats sont probablement attribuables a 1’ utilisation par Peaks d’informations supplé-

mentaires fournies par les spectres HCD tels que les ions immoniums et les fragments
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internes ainsi qu’a la bonne précision en masse fournie. Plus de 50% des peptides du
CMH-I sont correctement séquencés par Peaks. PepNovo est deux fois moins perfor-
mant, alors que Lutefisk fournit des résultats intermédiaires. Les résultats de pNovo
sont surprenants étant donné que cet algorithme a été développé spécifiquement pour
les spectres HCD. Le fait que ce programme ait été développé avant tout pour les pep-
tides trypsiques est une partie de 1’explication d’apres les auteurs [11]. En annexe |V| on
montre la méme comparaison mais en ne tenant compte que de la premiere séquence.
On peut constater que le nombre de séquences similaires est sensiblement moindre. Par
exemple avec Peaks, on obtient 41,61% en ne tenant compte que de la premiere s€équence

retournée et 51,3% avec les 5 premiceres, soit une différence de 17,8%.

100% - ,
mLutefisk mPeaks m@mPepNovo @pNovo [Vonode
80% A

60% - l

40% -

Fréquence (%)
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<90 90 91 92 93 94 9% 9% 97 98 99 100
similarité
Figure 4.2 — Comparaison des distributions de score de similarité pour les programmes Lutefisk,
Peaks, Pepnovo, pNovo et Vonode pour les peptides du CMH-I en mode HCD. Plus 50% des spectres

HCD sont correctement séquencés avec le programme Peaks. Lutefisk arrive second, suivi de PepNovo.
pNovo ferme la marche avec 0% de spectres correctement séquencés.
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4.3.2 La comparaison des taux d’identité

Quand on s’intéresse au taux d’identité en mode CID, Peaks montre de meilleurs
résultats que PepNovo. Ces résultats ne sont pas contradictoires avec ceux exposés pré-
cédemment mais complémentaires. Pour aucun des spectres CID, PepNovo ne retourne
la séquence entiere mais seulement une sous-séquence. La plupart d’entre elles ont une
longueur comprise entre 70 et 80% de la longueur de la séquence réelle. Le programme
Peaks retourne systématiquement des séquences pour lesquelles la masse correspond a
la masse du précurseur. Donc les séquences de novo qui ont une similarité égale a 100
ont des taux d’identité de 100%. Ces résultats illustrent les fonctionnement différents
des deux programmes. En mode HCD, Peaks montre des résultats nettement meilleurs
que les autres programmes.

Tableau 4.1 - Comparaison des distributions de score de similarité pour les programmes Lutefisk,
Peaks et Pepnovo pour les peptides du CMH-I en mode CID.

Lutefisk Peaks PepNovo

0<1d <10 49%  1,2% 2,4%
10<1d <20 6,1%  3,7% 9.4%
20<1d <30  114% 53% 11,2%
30<Id <40  149% 10,8% 13,3%
40<1d <50 12,0% 9,8% 11,8%
50<I1d<60 17,8% 10,6% 11,0%
60<Id<70 149% 12,0% 14,5%
70<1d <80 10,2%  8,6% 21,4%
80 <1d <90 37%  59% 4,1%
90 <1Id < 100 02%  0,6% 0,8%
=100 39% 31,4% 0,0%

4.3.3 La comparaison des plus longues sous-séquences correctes

Si on compare les performances des différents algorithmes en fonction du critere de

la plus longue sous-séquence correcte, Peaks donne encore les meilleurs résultats. Avec
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Tableau 4.I1 - Comparaison des distributions de score de similarité pour les programmes Lutefisk,
Peaks, Pepnovo, pNovo et Vonode pour les peptides du CMH-I en mode HCD.

Lutefisk Peaks PepNovo pNovo Vonode

0<Id<10 135% 0.2% 224%  27%  82,4%
10 <1d <20 3,6% 2,2% 10,4%  7,0% 1,0%
20 <1d < 30 94%  3.,4% 11,1% 15,2% 4,6%
30<1d <40 193%  5.5% 12,8% 16,9% 2,7%
40<I1d <50 13,7% 7,0% 10,1% 14,0% 2,9%
50<I1d<60  17,1%  7,0% 6,3% 16,1% 2,2%
60<I1d<70 12,0% 9,4% 89% 15,9% 3,1%
70 <1Id < 80 8,4%  9,6% 123%  9,4% 1,2%
80 <1Id <90 27%  3,1% 5,5%  2,9% 0,0%
90 <1Id < 100 02% 1,2% 02%  0,0% 0,0%
=100 0,0% 51,3% 0,0%  0,0% 0,0%

celui-ci, plus de 60% des séquences de novo contiennent une sous-séquence d’au moins
6 résidus corrects (figure @.3). Lutefisk, PepNovo et pNovo sont moins bons et donnent
des résultats relativement proches. Vonode ne retourne une séquence candidate que pour

une petite fraction des spectres.

4.4 D’analyse détaillée de Peaks

Il ressort clairement des analyses exposées plus haut que le programme Peaks four-
nit les meilleurs résultats avec les peptides du CMH-I. On va donc s’attarder davantage
sur ce programme. Il n’y a pas d’algorithme de séquencage de novo performant qui ne
fournisse pas de score permettant d’évaluer la vraisemblance des solutions proposées.
La particularité de Peaks est que la somme des scores de 1’ensemble des séquences
proposées est égale a 100. Ce qui signifie qu’en théorie s’il propose deux séquences
équiprobables, le score associé a chacune des solutions est égale a 50. En pratique Peaks
propose toujours plus de séquences. La figure {.4] montre la distribution du nombre de

séquences de novo en fonction du score Peaks lorsque I’on tient compte uniquement de
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Figure 4.3 — Comparaison des distributions des plus longues sous-séquences correctes pour les
programmes Lutefisk, Peaks, Pepnovo, pNovo et Vonode pour les peptides du CMH-I en mode HCD.

la premiere solution proposée d’une part et des 20 premieres d’autre part. On peut voir
4 pics correspondants approximativement aux scores 12, 24, 49 et 99. La courbe de dis-
tribution est construite de telle sorte que 12 signifie entre 12 et 13, 24 entre 24 et 25,
etc.

On peut voir un pic vers le score de 99 (donc correspondant a des scores compris

entre 99 et 100). Les séquences de novo pour lesquelles le score est supérieur a 99
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Figure 4.4 — Distribution du nombre de séquences de novo en fonction du score Peaks calculée a
partir de 2400 spectres HCD. 1l y a des pics a proximité des scores 12, 24, 49. Ces scores correspondent
a des peptides homéométriques. Le pic & un score de 99 correspond aux spectres pour lesquels seule une
séquence candidate a une forte plausibilité d’étre la bonne séquence.

sont toujours exactes (100%) a condition de spécifier au programme les modifications
chimiques post-translationnelles pertinentes. Dans le cas des peptides synthétiques du
CMH-I, nous n’avons pas pris en compte de I’oxydation de la méthionine, ce qui a
conduit a un certain nombre de faux positifs pour lesquels les scores Peaks sont supé-
rieurs a 99 (voir en annexe Ceci illustre I'importance de tenir compte des modifica-
tions post-transcriptionnelles car elles peuvent conduire Peaks a proposer une séquence
erronée et ce avec un score élevé. Les autres séquences candidates qui suivent ont des
scores proches de 0 de telle sorte que la somme des scores soit égale a 100.

Les séquences de novo avec un score proche de 49 sont pour la plupart équiprobables.
Par exemple, Peaks propose pour le spectre du peptide YLLEKSRAI deux séquences de
novo avec le méme score comme le montre le tableau [4.IT1l

La séquence de novo correspondant a la séquence réelle est la premiere. Mais dans



113

Tableau 4.I11 — Séquences de novo proposées par Peaks pour le spectre du peptide YLLEKSRAI

séquence de novo  score Peaks
YLLEKSRAL  49,634987
YLLEKSARL  49,634987
YLLEKWKL 0,12109855
YLLEKRGTL  0,0753777
YLLEKGRTL  0,0753777

d’autres cas tout aussi fréquents, il s’agit de la deuxieme séquence proposée. En fait,
les 2 premieres séquences de novo sont équiprobables. Les séquences suivantes sont
beaucoup moins probables. On peut constater que la hauteur du pic correspondant au
score de 49 en tenant compte des 20 premicres s€quences de novo est le double de celle
qui correspond a la prise en compte d’uniquement la premiere solution.

Le pic a un score de 24 est quatre fois plus haut quand on prend en compte les 20 pre-
mieres s€quences de novo que lorsqu’on prend uniquement la premiere séquence. En fait,
il s’agit des cas ou Peaks propose 4 séquences équiprobables. C’est le cas par exemple
avec le spectre du peptide SLYQY VRL. Quand on examine le spectre, on constate que le
clivage entre les acides aminés Ser et Leu est manquant. La masse cumulée de ces deux
acides aminés est égale a 200,116 Da. Il se trouve que cette masse peut correspondre a
plusieurs combinaisons comme montré dans 1’annexe : A-E, C-P, I-S, L-S et T-V.
Cependant grace a la haute en précision en masse sur les fragments (< 0,02), on réduit
les combinaisons possibles a : I-S, L-S et T-V. Etant donné le spectre, Peaks ne peut
privilégier I’une des combinaisons et ne peut pas plus I’établir I’ordre des deux résidus.
Par conséquent, il propose 4 séquences équiprobables. Il propose également la s€équence
SLYGAYVRL ot la masse de G-A correspond a celle de Q. Il existe en effet une proba-
bilité tres faible mais néanmoins non nulle que le pic qui correspondrait au clivage entre

les acides aminés G et A n’ait pas été détecté.
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Tableau 4.1V — Séquences de novo proposées par Peaks pour le spectre du peptide SLYQYVRL

séquence de novo  score Peaks
SLYQYVRL 24,989687
TVYQYVRL 24,989687
LSYQYVRL 24,989687
VTYQYVRL 24,989687
SLYGAYVRL 0,005113327

De la méme maniere, le pic a un score de 12 corresponds au cas ou Peaks propose
8 séquences équiprobables. Ce qui explique pourquoi on a 8 fois plus de séquences de
novo avec une score compris entre 12 et 13 lorsqu’on tient compte des 20 premieres
séquences.

On a classifié les spectres en fonction de la distribution des scores Peaks pour cha-
cune des 20 premieres séquences de novo comme montrée par la figure 4.5 L’ensemble
8 correspond au cas idéal ou Peaks propose une solution avec un score > 90. Dans ce cas,
seule la premiere séquence de novo peut €tre prise en compte. L’ensemble 4 est proche
de I’ensemble 8 mais la premiere solution a un score compris seulement entre 60 et 90.
L’ensemble 7 correspond au cas ou deux séquences de novo équiprobables sont propo-
sées. Il convient dans ce cas de tenir compte de ces deux solutions en déterminant par
exemple une séquence consensus comme YLLEKS[RAIAR][IIL], ou [RAIAR] signifie
que RA et AR sont possibles. L'ensemble 3 correspond a 4 solutions équiprobables. 11
convient ici aussi de tenir compte des 4 solutions surtout si celles-ci ont un taux d’identité
élevé entre elles. Les ensembles 5 et 2 contiennent des spectres pour lesquels des solu-
tions proposées sont équiprobables mais sont en concurrences avec d’autres ayant des
scores non négligeables. ’ensemble 2 inclut aussi les spectres pour lesquels 8 solutions
équiprobables sont proposées. L ensemble 6 correspond a des spectres peu informatifs.

Peaks construit donc des séquences de novo a partir de la masse du précurseur et des



115

quelques pics permettant de confirmer la présence de certains acides aminés et ou de pe-
tites sous-séquences. Ce cas de figure est le plus défavorable. L’ensemble 1 contient des
séquences de novo avec des scores plus élevés que dans I’ensemble 6 mais les spectres
ont une incomplétude supérieure a 0,3. On constate que dans la plupart des cas la pre-
miere solution proposée n’est pas correcte. Ces analyses montrent que I’utilisation d’un
seuil sur le score n’est pas pertinente avec Peaks. Le cas ol I’on a deux séquences de
novo équiprobables avec un score proche de 49 est plus facilement exploitable qu’avec
un spectre pour lequel la premiere séquence de novo a un score de 60 et que le score
décroit progressivement avec le rang des séquences proposées. Dans le premier cas, il
est souvent possible de construire un séquence consensus informative. Dans le deuxieme

cas, les séquences sont souvent trop divergentes.

4.5 Le filtrage des séquences de novo

L’association du séquencage de novo et de la recherche de similarité de séquences
dans les bases de données de protéines permet de combiner les avantages de 1’un avec
ceux de I’autre. En effet, le séquencage de novo permet d’identifier les peptides porteurs
de mutations et de délétions d’acides aminés. La recherche dans les bases de données
permet de lever des ambiguités liées a la fragmentation des peptides et a leur séquencage.
On a vu qu’il est impossible dans la plupart des cas de discriminer entre une leucine et
une isoleucine. D’autre part, il arrive fréquemment qu’il y ait des clivages manquants.
Lorsqu’ils sont nombreux, le nombre de séquences possibles est trop important. Lors-
qu’il est limité a 1, 2 voire 3, le programme de séquengage de novo propose souvent
plusieurs séquences équiprobables. Pevzner et son équipe ont introduit le concept de

peptides homéométriques. Ces peptides ont des séquences différentes mais des spectres
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Figure 4.5 — Classification des spectres en fonction de la distribution des scores des séquences de novo

retournées par Peaks

similaires, voire identiques [5]]. Le spectre obtenu ne permet pas de déterminer lequel des

peptides possibles a réellement été fragmenté. Bien que la haute précision en masse dimi-

nue de fagon significative le nombre de peptides homéométriques (réduction d’un facteur

20 entre une précision de 0,5 Da et 0,0075 Da [3])), la probabilité de peptides homéomé-
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triques reste non négligeable (on la détermine par extrapolation a 5% pour une précision
en masse de 0,02 Da). Les peptides du CMH-I conduisant a un plus grand nombre de
spectres incomplets majorent de cette probabilité. En effet, 11,7% des séquences de novo
retournées par Peaks avec les peptides synthétiques du CMH-I contiennent une ambi-
guité sur I’ordre de deux résidus adjacents. Ces constats impliquent que les programmes
d’identification utilisant des bases de données ou procédant par séquengage de novo ne
peuvent rarement fournir qu’une seule solution. Le filtrage des séquences de novo par
I’utilisation du programme Blast (version 2.2.14) permet d’identifier la bonne séquence
parmi les solutions équiprobables proposées. Nous avons construit deux bases de don-
nées a partir des fichiers FASTA contenant les séquences des protéines d’une part de
la souris et d’autre part de I’homme auxquelles ont été ajoutées les séquences des pa-
thogenes d’ou proviennent les peptides antigéniques synthétiques. Les bases de données
pour les alleles HLA-AO1, HLA-A02 et HLA-A03 de I’homme et pour les alleles H2-Db
et H2-Kb pour la souris contiennent respectivement 195400 et 45640 séquences pepti-
diques. En annexe[VI]|se trouve I’ensemble des organismes pour lesquels I’ensemble des
protéines fait partie de deux bases de données.

On définit les termes suivants :

1. vrai positif : séquence de novo appartenant aux séquences des peptides synthé-

tiques retenue par le filtre ;

2. vrai négatif : séquence de novo n’appartenant pas aux séquences des peptides syn-

thétiques rejetée par le filtre ;

3. faux positif : s€équence de novo n’appartenant pas aux séquences des peptides syn-

thétiques retenue par le filtre ;
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4. faux négatif : séquence de novo appartenant aux séquences des peptides synthé-

tiques rejetée par le filtre.

Une séquence de novo est retenue par le filtre si elle a une identité de 100% avec
une séquence peptidique de la base de données utilisée par Blast et qu’elle est de méme

longueur.
Tableau 4.V - Performance du séquencage de novo avec Peaks et un filtre basé sur 1’utilisation de Blast.

Taux

Vrais positifs (VP) 51,3 %
Vrais négatifs (VN) 42 %
Faux positifs (FP) 2,1 %
Faux négatifs (FN) 4,5 %

On dessine la courbe ROC qui représente le taux de vrais positifs (équation 4.4)) (ou
la sensibilité) en fonction du taux de faux positifs (équation {.5)) (ou 1 - spécificité) en
faisant varier le seuil d’identité entre la séquence de novo et la plus proche séquence
peptidique trouvée dans la base de données. La courbe ROC de I’association Peaks-
Filtre basé sur Blast met évidence que 1’on peut obtenir simultanément des valeurs
élevées de sensibilité et de spécificité. La mesure de I’identité a donc un fort pouvoir
discriminateur entre vrais positifs et faux positifs. La comparaison des courbes ROC
(figure 4.6) montre également que I’identité est un meilleur discriminateur que le score
Peaks.

VP

Taux de vrais positifs (TVP) = VPIFN 4.4)

FP
Taux de faux positifs (TFP) = FPIVN 4.5)
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Figure 4.6 — Courbe ROC pour ’association Peaks-Filtre Blast. L’identité est un meilleur discrimina-
teur que le score Peaks.

4.6 Conclusion

L’analyse comparative des 5 programmes Lutefisk, pepNovo, Peaks, pNovo et Vo-
node démontre sans équivoque les meilleures performances de Peaks avec les peptides
du CMH-I. Toutefois, le programme PepNovo montre d’aussi bons résultats que Peaks
avec des spectres CID de peptides trypsiques (données non montrées). Avec les pep-
tides du CMH-I en mode CID, il fonctionne relativement bien aussi. Mais I’utilisation
conjointe de la fragmentation en mode HCD et de Peaks fournit clairement des résul-
tats les plus intéressants. On peut y voir au moins deux explications. Peaks est moins
affecté par I’absence de clivage entre deux résidus, plus fréquents avec les peptides du
CMH-I. En outre, Peaks tire profit de la meilleure précision en masse en diminuant signi-
ficativement le nombre de séquences possibles pour une masse de précurseur donné. Le
calcul du score Peaks utilise notamment les informations relatives aux ions immoniums

et aux fragments internes nettement plus abondants dans les spectres HCD. Cependant,
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la composition des peptides du CMH-I conduit souvent en 1’absence de clivage le long
de la chaine peptidique et donc a des séquences candidates équiprobables. Il faut donc
tenir compte des k premieres solutions (k > 5) a moins que la premiere séquence de
novo proposée ait un score supérieur a 95. L’utilisation d’un filtre basé sur le programme
Blast permet dans la plupart des cas d’identifier la bonne séquence de novo parmi les sé-
quences candidates. On montre dans le prochain chapitre une application de 1’utilisation

de programme Peaks pour la recherche d’antigenes mineures d’histocompatibilité.



CHAPITRE 5

LA RECHERCHE D’ANTIGENES MINEURS D’HISTOCOMPATIBILITE

La stratégie thérapeutique indiquée dans le traitement de la leucémie consiste a dé-
truire les cellules tumorales, le systeme sanguin ainsi que le systtme immunitaire du
patient et remplacer ce dernier par celui d’un donneur compatible HLA. Les cellules
néoplastiques du patient sont la cible du systéme immunitaire nouvellement transplanté.
A lieu alors ce qu’on appelle la réaction du greffon contre la tumeur (GVL). Celle-ci
est bénéfique car elle vise les cellules indésirables. Malheureusement il n’est pas rare
qu’une réaction du greffon contre I’hote (GVH) ait lieu, méme en cas de compatibilité
HLA parfaite. 1l s’avere en effet que des locus situés en dehors du CMH-I peuvent en
étre la cause. Il s’agit des antigénes mineurs d’histocompatibilité (AgMH) qui sont des
peptides de protéines cellulaires polymorphes fixés aux molécules du CMH-I. Méme
sein d’une fratrie, il existe des antigenes mineurs entre deux individus, a moins qu’il
ne s’agisse de jumeaux monozygotes. Un grand nombre de protéines sont différentes
a cause du polymorphisme génétique. Il s’agit des SNPs (Single Nucleotide Polymor-
phism) qui correspondent a des variations stables d’une seule paire de bases du génome
présentes dans au moins 1% de la population. Ils constituent la source génétique prin-
cipale de la variabilité phénotypique qui distingue les individus les uns des autres. Il y
a plusieurs millions de positions de nucléotide dans le génome humain pour lesquelles
il peut y avoir une variation (toutes les 100 a 300 bases dans un génome qui compte 3
milliards de base). A la fin de I’année 2010, la base de données dbSNP (dbSNP 132)
compte plus de 12 millions de SNPs identifiés pour I’humain [2]]. La plupart des SNPs

n’implique pas de modifications fonctionnelles. Les SNPs peuvent se trouver dans des
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régions codantes (exons) ou des régions non-codantes (introns). Les SNPs dans les ré-
gions codantes peuvent conduire a une modification dans la chaine peptidique de la
protéine (SNP non-synonyme) ou ne pas affecter cette dernicre (SNP synonyme). La

figure [5. 1] illustre les deux types de SNP dans les régions codantes.

GCA || AGA || GAT || AAT || TGT

personne 1 I 1T L JL_ L

Ala Arg Asp || Asn Cys

GCC GAT || AAT (| TGT

L

Ala Arg Asp || Asn Cys

Personne 2 SNP synonyme

s
H
H

GCC GAT || AAT (| TGT
Personne 3 SNP non-synonyme
Ala Asp || Asn || Cys

Figure 5.1 — SNPs synonymes et SNPs non-synonymes. La variation de la séquence ADN peut ne
conduire a aucun changement de la séquence peptidique (personne 2). On parle alors de SNPs synonymes.
Dans le cas contraire, on parle de SNPs non-synonymes (personne 3).

Les AgMH résultent de la présence de SNPs non-synonymes. La découverte d’ AgMHs
potentiellement responsables de la réaction du greffon contre I’hote pourrait permettre
d’induire un mécanisme de tolérance envers ceux-ci. On se propose donc de développer
une chaine de traitement de recherche de AgMHs. Le séquencage de novo est tout in-
diqué pour I’'identification de mutations et notamment de SNPs. Comme on 1’a vu dans
les chapitres précédents, le mode de fragmentation HCD offrant une grande précision
en masse et conduisant a des spectres plus informatifs laisse croire a la faisabilité d’une

stratégie basée sur le séquencage de novo pour la découverte de AgMH.
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5.1 L’approche expérimentale

L’objectif est d’identifier des AgMHs en comparant le répertoire de peptides du
CMH-I de deux individus HLA-identiques et de méme sexe (car il pourrait y avoir des
peptides différents provenant de protéines codées sur le chromosome Y si nous avions
deux personnes de sexe différent). Pour ce faire, on isole des cellules B du sang de deux
donneurs d’une méme fratrie (désignés par M et R). Les cellules sont transformées in
vitro avec le virus Epstein-Barr. Ces dernieres, en suspension, présentent plusieurs avan-
tages pour leur culture et I’extraction des peptides. Un élément intéressant notamment est
qu’elles expriment davantage de complexes d’histocompatibilité a la surface cellulaire.
Les peptides sont élués des cellules vivantes avec une solution acide douce [24]]. Le prin-
cipe est d’éviter la lyse des cellules afin que les préparations peptidiques contiennent le
moins possible de contaminants. De plus, ces peptides sont présentés en un petit nombre
de copies a la surface des cellules. Il importe donc d’avoir un bon rendement d’extrac-
tion. Ensuite, les extraits sont fractionnés par chromatographie en phase liquide a haute
performance (CLHP ou plus fréquemment HPLC) avant d’étre analysés par le spectro-
metre LTQ-Orbitrap Velos[5.3] On obtient pour chacun des individus M et R respective-
ment 42234 et 30915 spectres MS/MS. Le chaine de traitement de recherche d’AgMHs
prend en entrée les deux ensembles de spectres. Les cellules de M et R expriment les
protéines HLA-A*0301, HLA-A*2902, HLA-B*0801, HLA-B*4403, HLA-C*0701 et
HLA-C*1601 (identifiées par une technique de séquengage de HLA a haut résolution a
I’hopital Maisonneuve de Montréal par Marie-Christine Meunier, responsable du labo-

ratoire de typage HLA).
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Figure 5.2 — L’approche expérimentale pour la recherche d’AgMHs.

5.2 La chaine de traitement

La chaine de traitement compte plusieurs étapes. La premiere étape consiste a procé-
der a la recherche MASCOT a partir des spectres de I'individu M d’une part et de I’in-
dividu R d’autre part. On utilise la base de données IPI de I’humain. Les identifications

sont retenues si le score associé est supérieur ou égal a 25. On met de c6té provisoirement
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ces peptides identifiés qui seront utilis€és dans une étape ultérieure. Dans une deuxieme
étape, on filtre les spectres non assignés par MASCOT, ou ayant un score inférieur a 25,
pour ne conserver que ceux qui sont suffisamment informatifs. Pour ce faire, on utilise le
programme MASCOT Filter qui a été développé (par moi-méme) spécifiquement pour
cette chaine de traitement. Les spectres non assignés par MASCOT correspondent poten-
tiellement a des antigenes mineurs d’histocompatibilité. En effet, les peptides porteurs
de mutations ne peuvent €tre identifiés a partir de la base de données IPI de I’ humain qui
ne comporte pas les SNPs possibles. Par conséquent, dans une troisieme étape, on utilise
le programme de séquencage de novo PEAKS pour séquencer les spectres non assignés
qui ont été retenus par le filtre MASCOT Filter. On conserve les k premieres séquences
de novo (k = 5). On se retrouve avec un ensemble de séquences de novo pour I’individu
M et un autre pour I’'individu R. L’idée est de comparer les séquences de novo de I’in-
dividu M avec les séquences trouvées par MASCOT pour I’individu R et vice versa. De
cette maniere, on peut espérer trouver des peptides porteurs de mutations provenant d’un
individu pour lesquels 1’autre individu a le type non muté. L’ annexe [VIII|montre une vue

schématique de la chaine de traitement.

5.2.1 Larecherche MASCOT

La recherche MASCOT a pour objet d’identifier les peptides non mutés. On n’utilise
la base de donnée IPI de I’humain (version 3.54) qui contient 69169 séquences de pro-
téines. La tolérance sur le précurseur est fixée a 10 ppm alors que celle sur les fragments
est égale a 0,02 Da. Les modifications chimiques variables sont 1’oxydation de la mé-
thionine et la déamination pour les acides aminés N et Q. Ces modifications doivent étre
prises en compte car elles peuvent avoir lieu naturellement ou étre induites par 1’isola-

tion des peptides. Le seuil du score MASCOT est fixé a 25. On identifie un total de 1601



126

peptides différents pour I’'individu M et 1427 pour I’'individu R. Un total de 994 peptides
sont partagés par M et R. Un ensemble de 668 peptides est exclusif a M et un de 471
peptides I’est a R. On détermine pour chacun des peptides la protéine du HLA a laquelle
il a la plus grande probabilité de se lier. Pour ce faire, on utilise un script faisant appel
au programme NetMHCpan (version 2.0) [56].
m A0301

e o)

0 A*2902 Aff <5000 nM

m C*0701
o C*1601

Fréquence
~
o

<60 <500 <5000 >5000
Affinité (nM)
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mA*0301 @B*4403 120 m A*0301
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Figure 5.3 — Statistiques relatives a la recherche MASCOT sur les spectres MS/MS pour M et R.
Il y a 994 peptides identifiés partagés par les individus M et R. Un total de 668 peptides sont exclusifs a
M alors que 471 le sont a R. Pour chacun des sous-ensembles, on a la distribution du nombre de peptides
associés a chaque allele du HLA en fonction de I’affinité (Plus la valeur en nM est faible, plus I’affinité
est élevée). Tres peu de peptides sont associés aux protéines de la sous-classe HLA-C. Les trois secteurs
en noir indique la proportion de peptides ayant une affinité forte, moyenne ou faible.

La taille de la plupart des peptides du CMH-I est comprise entre 8 et 11 acides ami-
nés. Cependant, il est connu que des peptides de taille non consensuelle peuvent se lier
aux molécules du CMH-I [9]]. Parmi les 994 peptides partagés par M et R, il y a 157
d’entre eux qui ont une taille inférieure ou supérieure a la taille consensuelle. L’ analyse

de la composition de ces peptides nous révele que 34 d’entre eux ont un motif qui cor-
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respond a I’allele HLA-B*4403. En effet, 17 ont un acide aminé Glu (E) en position 2
(P2) et un acide aminé Tyr en position C-terminale (PC). Il a ét€ montré qu’un sous-
ensemble d’acides aminés (Leu, Ala, Arg, Lys, His et Phe) peut étre toléré en PC [19].
Le tableau[5.]|donne le nombre de peptides pour les différentes longueurs observées. Il y
a une large proportion de peptides de 12 résidus. Il a été démontré que la partie centrale
d’un peptide de 14 résidus se liant a la molécule HLA-B*3501 forme un bombement en
dehors du sillon [62]]. En effet, le sillon dans lequel se le peptide est fermé a chacune des
extrémités. Il est plausible qu’il y ait également un bombement entre les résidus situés en
P2 et PC. De plus, on calcule que la probabilité d’avoir un peptide avec un E en P2, et un
Y en PC est inférieure a 0,003. Si on tolere un L, A, K, R, H ou F en PC, la probabilité est
inférieure a 0,018. Autrement dit, il est loin d’étre impossible qu’au moins une partie de
ces peptides soient réellement des peptides du CMH-I associé a I’allele HLA-B*4403.
Nous pourrions faire la méme analyse avec les autres alleles. Ceci illustre I’importance
d’utiliser les programmes de prédiction avec précaution. Leur usage comme filtre est a
proscrire dans certaines circonstances.

Tableau 5.I — Proportion des peptides de taille non consensuelle ayant le motif correspondant a I’allele
HLA-B*4403

nombre de résidus nombre de peptides
6 1
7 3
12 1
13
14
15
16
17
21

—_— =N NN WO
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5.2.2 Le séquencage de novo

Un total de 37931 spectres pour M et un total de 28500 spectres pour R n’ont pas été
assignés. Ces spectres sont filtrés, et analysés par le programme PEAKS pour identifier

des peptides porteurs de mutations.

5.2.2.1 Le programme MASCOT Filter

Une proportion des spectres non assignés est de médiocre qualité ou peu informa-
tive. Il convient donc de filtrer ces spectres. Le séquengage de novo de plusieurs milliers
de spectres nécessite de longues heures de calcul et beaucoup de mémoire vive (jusqu’a
1,5 Go avec PEAKS). 1l est donc préférable d’éviter de soumettre une grande quantité
de spectres de mauvaise qualité ne donnant lieu a aucun séquencage avec une confiance
raisonnable. A partir d’un fichier MGF contenant les informations relatives 2 un en-
semble de spectres [1], le programme MASCOT Filter génere deux nouveaux fichiers
MGE. L’un contient les spectres MS/MS retenus, répondant aux criteres spécifiés : la to-
lérance de masse pour les fragments, le seuil de bruit et le ratio minimum de résidus. Et
’autre contient les spectres rejetés. Ce dernier fichier peut étre utile pour déterminer le
taux de spectres rejetés a tort. Le programme prend en entrée 3 parametres. Le premier
correspond a la tolérance de masse pour les fragments. Celle-ci dépend de 1’instrument
utilisé. Pour le LTQ-Orbitrap Velos que nous utilisons ici, nous pouvons considérer une
tolérance pour les fragments de 0,02 Da. Le deuxieme parametre correspond au seuil
sur le bruit. Il correspond au pourcentage de la plus grande intensité. Le troisieme para-
metre est le ratio minimum de résidus (R). Le rejet d’un spectre se base sur ce critere.
Un spectre est retenu s’il contient un nombre d’espacements entre pics correspondant a

la masse d’un acide amin€ (Neyp.) supérieur a un nombre minimum (V). Le minimum
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d’espacements dépend de la masse du précurseur (M). Plus la masse est importante, plus
grand sera le minimum d’espacements a atteindre. Il est évident que pour un peptide de
4 acides aminés, on s’attend a avoir moins de fragments que pour un peptide 20 acides

aminés. On définit la valeur de N, par la formule[5.1]

Nesp. > Nmin = R.

=~ R

5.1
avec

20
K=) myf,~130 (5.2)

a=1
ou my, est la masse de I’acide aminé a appartenant a I’ensemble des 20 acides aminés
et f, est ’abondance relative de ce méme acide aminé [3]]. Le tableau montre, pour
différentes valeurs de R et de masses M, le nombre minimal d’espacements correspon-

dant a un acide aminé a détecter pour que le spectre soit retenu.

Tableau 5.I1 - Nombre minimum d’espacements correspondant a la masse d’un acide aminé requis
pour une masse de peptide M et un ratio R.

R

M 02030405 1
500 1 21 2 2] 4
600 1 2] 2 315
700 | 2| 2 3 31 6
800 | 2| 2 3 4 7
%00 | 2| 3 3 4 7
1000 | 2| 3 41 4| 8
1100 | 2| 3 41 5|1 9
1200 | 2| 3 41 51|10
1300 | 2| 3 41 5110
1400 | 3| 4| 5 6|11

Le programme MASCOT Filter a été testé sur un ensemble de 2219 spectres. Chacun
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des spectres a été séquencé par PEAKS. On a vérifié que les spectres exclus par MAS-
COT Filter ne sont effectivement pas séquencés par PEAKS ou qu’ils conduisent a des
scores de confiance tres bas. On s’est également assuré que MASCOT Filter n’exclut pas
ou tres peu de spectres conduisant a un séquencgage de novo présentant de bons scores
de confiance. Pour les analyses subséquentes, on a retenu pour R une valeur de 0,3 et
un seuil sur le bruit de 0%. Comme le montre la figure cette valeur permet d’éli-
miner pres de 30% des spectres conduisant au mieux a des séquences pour lesquelles le
score de confiance PEAKS est de 5. Alors qu’aucun spectre conduisant a un score de
confiance supérieur a 45 n’est rejeté. Un faible proportion de spectres pour lesquels le
score PEAKS est compris entre 5 et 45 est rejetée (< 5%). Pour la recherche de SNPs, il
est préférable d’opter pour une valeur de R conservatrice. D’ autres étapes dans la chaine
de traitement permettront d’identifier les séquences candidates les plus probables, no-
tamment la prédiction de 1’affinité de liaison avec la molécule du CMH-I, la probabilité
de mutation et la vérification manuelle du spectre. Le filtrage des spectres donne 29730

spectres pour M et 22338 spectres pour R.

5.2.2.2 Le programme PEAKS

La deuxieme étape consiste a séquencer les spectres filtrés par MASCOT Filter. Pour
ce faire, on utilise le programme PEAKS. La tolérance sur la masse du précurseur est
fixée 10 pmm et celle sur la masse des fragments est a 0,02 Da. Aucune enzyme n’est
sélectionnée. Les modifications chimiques variables sont la déamination et 1’oxydation.
Le nombre maximum de modifications variables est égale a 3. On obtient respectivement

148650 et 111690 séquences de novo pour M et R.
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Pourcentage de spectres rejetés (%)

Figure 5.4 — Nombre de spectres rejetés en fonction du score PEAKS et de R

5.2.3 Larecherche d’antigenes mineurs d’histocompatibilité
5.2.3.1 Le programme SNPdiscoverer

Le programme SNPdiscoverer, développé par moi-méme, prend en entrée deux listes
de séquences. Il compare chacune des séquences de la premiere liste avec chacune des
séquences de la deuxieme liste. Autrement dit, si la premiere liste contient n séquences
et la deuxieme contient m séquences, le programme fait n X m comparaisons. Le nombre
de comparaisons peut donc €tre tres important et nécessiter des heures de calcul. Le pro-
gramme est basé sur 1’algorithme de Needleman-Wunsch pour identifier les mutations
dans les séquences peptidiques. Pour réduire le temps de calcul, on ne procede a I’ali-

gnement de séquences que pour celles ayant une composition en acides aminés proches.
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Le temps de calcul pour la comparaison de composition en acides aminés est plus court
que celui nécessaire a I’alignement de séquences. Elle est en linéaire, de complexité en
O(p) alors que 1’algorithme de Needleman-Wunsch a une complexité en O(n * m) ou
n et m sont les longueurs de deux séquences. La figure [5.5| montre I’organigramme du
programme SNPdiscoverer. Il compare chacun des séquences de novo de M avec cha-
cune des séquences de R. Si deux séquences sont similaires en composition, elles sont
alignées et I’acide aminé qui differe est identifié. On désigne par X 1’acide aminé chez
M et Y celui chez R. On recherche la protéine source possiblement associée a chacune
des deux séquences a I’aide du programme Blast. Si elles sont identifiées comme ap-
partenant a la méme protéine et a la méme position dans cette derniere, on considere
que ce couple peut révéler I’existence d’un AgMH. La grande majorité des couples de
séquences similaires sont des faux positifs a cause du séquengage de novo qui retourne
pour un méme spectre des séquences similaires. Pour identifier les couples qui ont le
plus de chance de résulter réellement d’'un SNP, on calcule 3 valeurs. Pour les deux sé-
quences, on détermine la meilleure affinité avec ’'une des molécules HLA associés a
M et R a I’aide du programme netMHCpan. On calcule également un score de substi-
tution G qui reflete la plausibilité de substitution de I’acide aminé X par Y ou Y par X
(6(X,Y)=6(Y,X)). Etenfin, on détermine la similarité des spectres associés a chacune
des séquences. Les couples les plus prometteurs auront un score de substitution élevé,
une similarité de spectres faible et pour chacune des séquences une affinité élevée avec

I’une des molécules du HLA.

5.2.3.1.1 Laprédiction d’affinité A priori, on peut penser qu’un score PEAKS €levé,
associé a un peptide, nous indique que le séquencage de novo a de forte chance d’étre

bon et que nous avons réellement affaire a un peptide du CMH-I, si I’on fait abstraction
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Séquence ide M SéquencejdeR

Alignement + | |
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1 et seulement 1
résidu différent a l'int.
des séquences

Blastdela |, Blast de la
séquence i séquence j
Méme protéine,
méme position
SNP potentiel
HLA A*0301 [
HLA A*2902 ¢ ¥ ¢
HLA B%0801 Calcul du score
HLA B*4403 | ?faICU] de e Calcul de la similarité
HLA C*0701 ‘affinité pour substitution
HLA (1601 chacune des des spectres MS/MS
alleles

Figure 5.5 — Organigramme du programme SNPdiscoverer

des contaminants. Si tel est le cas, 1’affinité prédite pour ce peptide devrait €tre bonne en
considérant bien entendu que le prédicteur ne commet pas d’erreur. Cependant, la cor-
rélation de Spearman entre le score PEAKS et I’affinité pour un ensemble de 3000 sé-
quences est égale a 0,004. Il n’y a donc aucune corrélation. Il y a des séquences associés
a des hauts scores PEAKS ayant une affinité prédite faible et vice versa. L’ information

sur I’affinité est donc complémentaire au score PEAKS.

5.2.3.1.2 Le score de substitution Toutes les substitutions d’acides aminés n’ont
pas la méme probabilité de se produire. Les acides aminés sont codés par des codons
constitués de 3 nucléotides. Les substitutions d’acides aminés qui impliquent 2 ou 3 mu-
tations de nucléotide ont une probabilité quasiment nulle d’étre observées. En revanche,

celles qui ne nécessitent qu'un changement de nucléotide sont beaucoup plus probables.
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Le score de substitution G se base donc sur le nombre de changements de nuclétoides
nécessaires pour la substitution d’un acide aminé par un autre. Soient C, et Cj, les en-
sembles des triplets de nucléotides codant pour les acides aminés a et b. Par exemple,
pour I’acide aminé R, on a Cg = {CGU,CGC,CGA,CGG,AGA,AGG}. Pour 2 codons

c1 et ¢p, on définit la fonction & comme suit :

1 si seul un nucléotide differe
6(6‘1,6‘2) = (5.3)

0 sinon

S(a,b) se calcule par la formule suivante :

S(a,b)= | Y, Y 8(cicj) (5.4)

ci€CycjeCy

Le score donne une idée de la plausibilité de la substitution. Elle ne refleéte en rien la
fréquence d’observations des substitutions dans le protéome. Certaines substitutions ont
peu d’impacts sur la structure tertiaire de la protéine alors que d’autres provoquent des
changements radicaux qui peuvent conduire a une protéine disfonctionnelle. On pour-
rait donc tenir compte de la nature des acides aminés (acide, basique, aromatique, po-
laire, etc.) et de la différence en masse. En effet, les substitutions au sein d’un méme
groupe d’acides aminés partageant des propriétés physiochimiques sont en générales
plus conservatrices. Les scores de substitution peuvent étre modifiés dans un fichier que
le programme SNPdiscoverer lit. Il est donc aisé de procéder a des changements sans
modifier le code source du programme. Dans le programme actuel, on ne connait pas
les codons réellement associés a chacun des acides aminés. Avec la connaissance de la
séquence nucléotidique codant pour la protéine source, on pourrait raffiner le score de

substitution basé sur la connaissance du codon réellement associé a 1’acide aminé muté.
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Pour ce faire, il faudrait modifier le programme pour récuperer la séquence nucléoti-
dique associé au peptide. Cette modification pourrait faire I’objet d’une nouvelle version

du programme SNPDiscoverer.

5.2.3.1.3 La similarité spectrale La similarité spectrale nous indique a quel point
deux séquences peptidiques conduisent a des spectres semblables. Si les spectres sont
semblables, la probabilité que le couple de séquences de novo similaires résulte d’un
séquencage ambigii est élevée. Autrement dit, on évalue si on est en présence de peptides
homéométriques ou pas. En revanche, si la similarité spectrale est faible, il a plus de

chance qu’il s’agisse effectivement d’une mutation.

5.2.3.2 Les résultats

La comparaison des séquences retournées par MASCOT pour I’individu M avec
celles retournées par PEAKS pour R donne un total de 7312 couples de séquences si-
milaires. Si I’on supprime les doublons, dus a des spectres donnant des séquences de
novo identiques, on obtient un total de 233 couples de séquences similaires. La méme
comparaison mais avec les séquences retournées par MASCOT pour R versus les sé-
quences de novo pour M donne un total de 5036 couples de séquences similaires. La
suppression des doublons nous donne un total de 272 couples de séquences similaires.
En annexe [IX] on a ’ensemble des résultats pour chacune des substitutions d’acides
aminés pour lesquelles la score de substitution est supérieure a 0. En effet, un certain
nombre de substitutions trouvées sont improbables car elles impliquent des acides ami-
nés distants (qui nécessitent la mutation de plus d’un nucléotide). On note que parmi les
233 coupes de séquences similaires, il y a 118 qui concernent la substitution d’un acide

aminé E pour D et 59 qui concernent une substitution d’un acide aminé D pour N. La
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proportion est la méme pour I’autre ensemble. Il conviendrait de vérifier si cette propor-
tion élevée n’est pas attribuable a un artéfact. Si I’on exclut ces substitutions, il ne reste
que quelques dizaines de couples de séquences. Parmi ceux-ci, la majorité a une affinité
prédite faible avec la molécule du CMH-I. Apres vérification manuelle des couples de
séquences pour lesquelles 1’affinité est inférieure a 500 aucune ne peut correspondre a

un antigene mineur. Ce résultat illustre la difficulté de trouver des AgMHs.

5.3 Conclusion

L’analyse présentée ici s’est limitée a la comparaison des séquences retournées par
MASCOT pour I'un des individus avec celles retournées par PEAKS pour I’autre in-
dividu et vice versa. Une premicre tentative avait été faite en comparant I’ensemble de
toutes les séquences de novo trouvées a partir de tous les spectres des deux individus.
Celle-ci avait donné un grand nombre de couples de substitution. Il conviendrait de re-
prendre les données et de les analyser apres avoir éliminé les couples candidats les plus
improbables. D’autre part, le programme actuel utilise 1’algorithme consensus de pré-
diction d’affinité. La derniere version de netMHCpan n’a pas été€ intégrée a cause du fait
qu’aucune version n’est disponible pour la machine utilisée qui a une architecture x86-
64 bits. Cette derniere version integre un plus grand nombre d’alleles et de plus grande
taille [45]. De plus, il faudrait modifier le programme de telle sorte qu’il tienne compte
des régions flanquantes du peptide de type sauvage. En effet, la mutation qui conduit a
la substitution d’un acide aminé peut conduire a un déplacement du site de clivage du
peptide. Bien que les résultats préliminaires obtenus avec cette chaine de traitement ne
soient pas probants pour I’instant, d’autres investigations devraient permettre d’identifier

les ajustements nécessaires. Une méthode alternative (non mise en oeuvre) a 1’utilisation
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du séquencage de novo est d’identifier les peptides du type sauvage chez chacun des in-
dividus, séparément, a I’aide de MASCOT sur la base de données de 1’humain. Ensuite,
on génere a partir de ces séquences toutes les s€quences possibles portant une et une
seule mutation a chacune des positions. On obtient ainsi pour une séquence de n résidus
(nx 19) + 1 séquences. L’ensemble des séquences ainsi générées constitue une base de
données avec laquelle nous procédons a une nouvelle recherche MASCOT. Nous pou-
vons aussi étendre les séquences générées aux régions flanquantes. Les résultats trouvés
peuvent permettre éventuellement de corroborer ceux trouvés par PEAKS apres avoir
fait les amendements nécessaires a la chaine de traitement. Cependant, cette méthode
n’est valable que pour les peptides qui sont trouvés a la surface de la cellule malgré la
substitution d’un acide aminé. En effet, il n’est pas exclu que la substitution d’un acide
aminé, surtout s’il est situé a une position d’ancrage, conduise a la présentation d’un

peptide qui n’aurait pas lieu sans celle-ci.



CHAPITRE 6

L’APPLICATION WEB MHCDB

La technologie web est devenue la solution de choix pour donner acces a des don-
nées informatisées. C’est pourquoi il a été décidé de mettre en place une base de données
accessible par intranet. Dans un premier temps, elle ne contient que les peptides synthé-
tiques dont nous disposons. Néanmoins, sa vocation est de s’enrichir d’'un nombre crois-
sant de peptides du CMH-I. Elle est accessible a 1’adresse suivante : mhcdb_prod.
thibault.iric.ca. Elle permet de consulter pour chacun des peptides du CMH-I
le spectre acquis comparé au spectre théorique. De plus, celle-ci a vocation a contenir un
nombre croissant de spectres de peptides du CMH de classe I issus notamment des études
réalisées au sein du laboratoire du Dr Pierre Thibault. Elle a pour objet notamment de ré-
pondre au besoin d’une masse critique de données souvent nécessaire au développement

d’outils d’analyse.

6.0.1 L’interface utilisateur

L’interface utilisateur se veut étre la plus simple possible et intuitive que possible. La
page d’accueil qui contient le formulaire de recherche est largement inspiré du site Im-
mune Epitope Database (www.iedb.org). Cette base de données stocke des informations
en lien avec celle qui se trouvent dans la base de donnée MHCDB, il est donc apparu lo-
gique de conserver une certaine consistance quant a I’aspect visuel. La figure 6.1 montre
le formulaire de recherche. Le champ Linear sequence permet de spécifier un mo-
tif de peptide et de chercher des peptides partageant ce motif de séquence. Un exemple de

résultat de recherche se trouve en annexelll Le tableau[6.]]liste des exemples de recherche
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par motif. Le champ Pro ject permet de limiter la recherche a un projet particulier. La
section Side chain charge permet de filtrer la recherche par rapport a la charge
des peptides. Ensuite, il est possible de spécifier I’organisme source, I’organisme hote et
I’allele. L utilisateur peut préciser quels sont les champs qu’il veut afficher ; par défaut

ils le sont tous.

Tableau 6.1 — Exemples de recherche de peptides par motif

Motif Résultat de la recherche

* tous les peptides sans distinction

..... les peptides de 8 résidus

.L peptides de 8 résidus se terminant par L

.*L tous les peptides se terminant par L

L.x tous les peptides se commengant par L

.*K| . %R les peptides se terminant par K ou R
K.x|F.x les peptides commencant par K ou F
R... les peptides de 7 résidus ayant un R en 4éme position

La figure[6.2) montre la page relative au peptide YFISIYSRPK. On peut visualiser le
spectre réquisitionné ainsi que les ions identifiés. Le tableau supérieur contient les ions
théoriques, et le tableau inférieur contient les pics réels identifiés. Les pics théoriques

associés a des pics observés sont surlignés en rouge.

6.1 L’implémentation

L’application web a été développée dans le langage de programmation PHP 5. 11
s’agit d’un langage de script libre. L’application a été développée a 1’aide de symfony
2.0 basé sur le paradigme Modele-Vue-Contrdleur (MVC). Celui-ci facilite et accélere
le développement d’applications Internet. Il répond au standard de développement les
plus élevés. De plus, il permet une maintenance et une versatilité accrues pour des amé-

liorations ultérieures ou des ajouts de fonctionnalités. MHCDB utilise le systeme de ges-
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Search
Epitope Structure
Linear Sequence:
Project
Project Name: -
Side chain charge
Positive: -
Negative: -
Epitope Source

Source Organism: ~

Immune Recognition Context

Host Organism: ~
Allele: ~

Information Displayed

Identifier: Retention time:

=l

Host organism: Exact mass:

Name: Charge:

Sequence: Score:
Allele:

Figure 6.1 — Le formulaire de recherche des peptides de CMH-I

tion de base de données MySQL 5.1, I’'un des plus utilisés au monde pour toutes sortes
d’applications, y compris les plus complexes et volumineuses. On utilise une interface
objet-relationnelle (ORM pour 1’anglais object-relational mapping), appelé propel, qui
permet de manipuler la base de données a travers la programmation objet. La figure [6.3|
montre I’architecture de 1’application. La base de données contient les spectres expéri-
mentaux et in silico des peptides du CMH-I. L’ application proprement dite est composée
des éléments suivants : modele, vue, contrdoleur. Le modele fait I’interface avec la base

de données. La vue gere I’affichage des informations a 1’écran. Tandis que le contrdleur
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Fragment | | Theoricala | [ifficoricale) NN ~rrooment | NN | Thcoricaly | INSRGEN
y 136.076 (0.15) 164.071 181.097 x 173.092 147.113 (0.07) 131.094
vE 283.144 (0.03) 311.139 (0.09) 328.166 ke 270.145 244,166 228.147
YFI 396.228 424.223 441.25 KPR 426.246 400,267 384.248
YRI5 483.26 511.255 528.282 KPRS 513.278 487.299 (0.10) 471.28
YFIST 596.344 624.339 641.366 KPRSY 676.341 650.362 (0.09) 634.343
YEIsTy 759.408 787.403 804.420 KPRSYT 789.425 763.446 747 427
YFISIvs 84644 874435 891461 KPRSYIS B76.457 (381.77) 34459
YFISIvSR 1002.54 1030.54 1047.56 KPRSYIS] 988.541 830.478 947.543
YFisTysRp 1099.59 1127.59 1144.61 KPRoYISTE 1136.61 963.562 1094.61
dda (563.93) dda 1110.63
dda
(X) difference between theorical and actual value.
Acwala | Actialt | I Acteoly A Water lose | Immonium
135.93[0.041 311052 [0.16] 147,046 [0.01] 415.859 135.93(Y)
283.178 [0.18] 487.399 [0.07] 175.067 (R)
650,453 [0.07] 147.046 (K)
Actuala  [Actuals | I B Acwoly (RSN
563.664 [0.01] 243.82 [0.01]
381.677 [0.02]
{X] relative intensity (x = 1 max)
Delta Error Tolerance (Da) 02 | Piot From O to 10000 Rekoad
HS/MS Spectrun for the peptide : YFISIYSRPK
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Figure 6.2 — La page d’information du peptide YFISITYSRPK

gere les requétes de 1’utilisateur. L’application est concue pour permettre d’intégrer un

service web pour 1’échange des données avec d’autres applications. Des modules pour-

ront étre connectés a 1’application. Par exemple, un outil d’analyse d’ontologie de génes
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(Gene ontology) qui a été développé mais dont ne parlera pas ici.

Librairie de spectres de f
peptides du CMH-I
Modules
. Al P
14 N
7 ™
\\\ / y— Classification
Go terms
Contréleur
etc.
\.. AN _./
] ) v
Web : i ]
eb service I, Utilisateur
(mzML, mzData) |
\M .,-/
Modules

Figure 6.3 — L’architecture générale de I’application MHCDB. L’application utilise le paradigme
MVC. Le modele fait le lien avec la base de donnée, la vue s’occupe de I’affichage des pages web et enfin
le contrdleur gere les requétes de 1’ utilisateur.

6.1.1 La base de données MySQL

La figure 0.4 montre le diagramme entité-relation de la base de données consacrée
au stockage des informations relatives aux peptides du CMH de classe I et des spectres
associés. Par soucis de simplicité, les tables li€es a la gestion des droits d’utilisateur ne
sont pas représentées. La table project, comme son nom I’indique, stocke les infor-
mations relatives aux projets. Un projet peut étre composé de plusieurs analyses dont
les informations sont stockées dans la table analysis. Une analyse comporte un cer-
tain nombre de peptides (Peptide) pour lesquels sont associés un spectre constitué
de plusieurs pics (Peak). Certains pics sont associés a un type d’ion (1on_type) et
d’autres, non identifiés ne le sont pas. Un pic observé, s’il est identifé, est associé a
son pic théorique calculé a partir de la séquence connue du peptide. A chaque peptide

sont associés un organisme source identifié par la propriété source_organism_id)
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et un organisme hote identifié par host_organism_id. On a par exemple pour le
peptide FADINGKLY comme organisme source le virus du SARS et comme 1’orga-
nisme hote I’homme. Le SARS n’est pas un organisme a part entiere mais la base de
donnée ne fait pas la distinction entre virus, bactérie, parasite ou mammifere pour ce qui
est de I’information relative 4 I’organisme source. A un peptide peuvent étre associés
plusieurs scores : Mascot, PEAKS, etc. Ces informations sont stockées dans les tables

score_peptide, software et score.

| project v _|organism v | peptide v | ] allele j score_peptide v)
id INT(11) id INT(11) id INT(11) id INT(11) software_id INT(11)
name VARCHAR(400) name VARCHAR(45) |_i identifier VARCHAR(24) allele VARCHAR(12) score_id INT(11)
description TEXT code VARCHAR(12) | length INT(11) comment TEXT »
displayed TINYINT(4) > sequence VARCHAR(50) > : 1 " 7] software v
> + * 1| hydrophobiciy FLOAT 2 I d INT(L1)
_JI: . | calculated_retention_time FLOAT | : name VARCHAR(45)
- | measured_retention_time FLOAT _! | >
/+\ : calculated_mass FLOAT [ - 1 g
g i ‘ measured_mass FLOAT e D | |
:l analysi v : charge INT(11) j peak v I !
ATy ! comment TEXT 4 INT(LE) : I_ -
name VARCHAR(50) l______ ¥, description TEXT peptide_id INT(11) 1 -‘Ir
description TEXT mz FLOAT ( . )
uniprot_url TEXT 0— | score v
nbr_of_spectra INT(11) " o url TEXT intensity FLOAT | .
nbr_of_unique_peptides INT(11) | plrt‘ur T relative_intensity FLOAT : d TNT(US
entrez_uri value FLOAT
stats VARCHAR(250) | - _ harge INT(11
) | peptide_url TEXT H— charge INT(11) : software_id INT(11)
displayed TINYINT(1) | tissue VARCHAR(20) | < c_terminal_residu VARCHAR(1) b >
project_id INT(11) L__ T n_terminal_residu VARCHAR() [ y
isplayed TINYINT(L - -
> deplayed W theorical TINYINT(4
’ analysis_id INT(11) eorica @ p N
allle id actual_peak_id INT(11) “Jion_type v
host _organism d jon_type_id INT(11) id INT(11)
- - - H—— —H
source_organism_id position TINVINT(2) name VARCHAR(12)
S fragment VARCHAR(50) >
< Y neutral_loss b
>

A

Figure 6.4 — Diagramme entité-association de la base de données de MHCDB.




CHAPITRE 7

DISCUSSION ET CONCLUSION

On a eu I’occasion, notamment dans 1’introduction, d’expliquer a quel point les pep-
tides du CMH de classe I revétent d’une grande importance et ce pour plusieurs raisons.
De nombreuses études reposent sur la caractérisation de ces peptides. L’ étude de I’impact
de I'immunoprotéasome sur la population des peptides du CMH de classe I [[18] menée
conjointement par les laboratoires du Dr Pierre Thibault et du Dr Claude Perreault est
un exemple parmi tant d’autres. Un pré-requis incontournable pour les analyses a grande
échelle est I’identification ou le séquencage de ces peptides a partir de spectres de masse
en tandem. Il est connu que ces peptides fragmentent moins bien et qu’en conséquence
les spectres résultants sont de moins bonne qualité.

La présente étude, basée sur une librairie de plusieurs centaines de peptides synthé-
tiques du CMH de classe I et du programme StatPeaks, a permis de quantifier 1’infor-
mativité des spectres résultants dans deux modes de fragmentation différents. En mode
CID, environ 50% spectres associés aux peptides du CMH de classe I sont complets ou
presque complets (1 clivage manquant) alors que cette proportion est de 97% avec les
peptides trypsiques. Cette différence explique a elle seule pourquoi les peptides auxquels
on s’intéresse représentent un défi en spectrométrie de masse. Par ailleurs, on montre que
le profil de fragmentation est différent. A la lumiére de cette observation, on peut com-
prendre pourquoi certains programmes de séquencage de novo congus spécifiquement
pour les peptides trypsiques montrent des résultats passablement mauvais avec les pep-
tides du CMH de classe I. Néanmoins, on fait la démonstration que la fragmentation en

mode HCD avec le spectrometre de masse LTQ-Orbitrap Velos permet d’obtenir pres de
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75% de spectres complets ou presque complets. En outre, les spectres HCD contiennent
des ions fragments internes et des ions immoniuns en nombre beaucoup plus important
qu’en mode CID. A cela s’ajoute le gain en précision de masse. Tout ceci pris ensemble
permet de compenser les propriétés intrinseques des peptides du CMH de classe I défa-
vorables a la fragmentation. On peut donc dire que la fragmentation en mode HCD doit
constituer un des éléments clefs d’une nouvelle approche d’identification ou de séquen-
cage des peptides du CMH de classe 1.

Dans notre présente étude, nous ne disposions que de peptides associés aux alleles
HLA-A*01, HLA-A*02 et HLA-A*03 pour I’humain. Il serait intéressant de mener la
méme étude pour des peptides associés a des alleles différentes pour lesquels les motifs
d’ancrages ne sont pas semblables. En effet, 1a qualité de la fragmentation est dépendante
de la composition des peptides. De fait, elle I’est aussi du motif d’ancrage qui influe
sur la composition des peptides. Le programme StatPeaks permet de procéder a des
analyses sur n’importe quel type de peptides. Cependant, le facteur limitant pour cette
étude est la disponibilité de peptides du CMH de classe I avérés ou prédits. Au chapitre
5 relatif a la recherche d’antigenes mineurs d’histocompatibilité, on identifie une plus
grande proportion de peptides associés aux alleles HLA-A*0301 et HLA-B*4403 qu’aux
autres. Ceci peut étre attribuable, entre autres, a la meilleure fragmentation des peptides
associés a ces alleles. Néanmoins, il conviendrait de mener une analyse approfondie pour
confirmer ou infirmer cette hypothese. D’autres facteurs telle que la prédiction d’affinité
notamment peut aussi introduire un biais. En effet, des peptides peuvent avoir été classés
a tort parmi les peptides associés a ces alleles.

De nombreux algorithmes de séquencage de novo sont proposés et régulierement une
nouvelle approche plus ou moins inspirée des précédentes voit le jour. Aucune d’entre

elles ne fournit des résultats aussi fiables qu’avec les programmes utilisant les bases
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de données. Cependant, il y a des cas ol le séquencage de novo s’avere tres utile. La
recherche d’antigéene mineurs d’histocompabilité est un exemple. PEAKS montre sans
équivoque des performances nettement meilleures que celles de 4 de ses compétiteurs.
Le programme PEAKS est moins affecté, de part son fonctionnement, par I’absence
de clivages et compense ceux-ci par les informations supplémentaires fournies par la
fragmentation en mode HCD. Il faut noter que notre analyse ne tient pas compte de la
diversité des motifs d’ancrage associés aux peptides du CMH-I. Il faudrait reproduire
cette analyse pour chacun des différents super-types de molécules HLA. Par exemple,
les peptides se liant aux molécules de type HLA-A31 se terminant majoritairement par
un acide aminé Lys ou Arg ne présentent, a n’en point douter, un profil de fragmentation
sensiblement différent des peptides associés aux molécules de type HLA-B27 pour les-
quels un acide aminé Arg constitue un résidu d’ancrage en position 2 [42]. Il serait aussi
pertinent d’adapter le programme pepNovo, qui montre des performances supérieures a
PEAKS en mode CID, a la fragmentation en mode HCD avec les peptides du CMH de
classe I et ce pour chacun des 9 super-types. Pour ce faire, il faudrait néanmoins dispo-
ser de suffisamment de spectres pour chaque super-type afin de constituer des ensembles
d’apprentissage et de validation de tailles suffisantes. Il serait envisageable d’amender le
calcul du score pour tenir compte des fragments internes et des ions immoniums. Aucun
programme de séquengage de novo ne tient compte de la nature spécifique des peptides
du CMH de classe I. Le programme PEAKS peut fournir pour un spectre expérimental
donné un certain nombre de séquences candidates dont plusieurs sont équiprobables. 11
arrive que ce nombre comporte deux chiffres. La connaissance de 1’allele associé aux
peptides que 1’on cherche a séquencer peut permettre de discriminer entre différentes
séquences candidates. Autrement dit, on peut compenser le fait que la composition des

peptides du CMH de classe I soit défavorable a la fragmentation par la connaissance des
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motifs d’ancrage qui influent sur cette composition. Une solution relativement simple et
qui permet de bénéficier des performances du programme PEAKS serait d’adjoindre un
post-traitement filtrant les candidats proposées en tenant compte des motifs des alleles
connus pour les peptides recherchés. Ce qui semble étre un désavantage peut (peut-étre)
devenir un avantage. En somme, il y a place a I’amélioration des algorithmes de séquen-
cage de novo pour les peptides du CMH de classe I car peu d’initiatives ont ét€ menées
dans ce domaine.

L’identification des peptides du CMH de classe I par spectrométrie de masse, et a
fortiori le séquengage de novo, nécessite I’optimisation de chacune des étapes allant de
I’extraction des peptides a 1’analyse bioinformatique des données recueillies en passant
par la séparation par chromatographie. Notre laboratoire s’est récemment penché sur
I’optimisation de I’extraction des peptides du CMH de classe I a I’aide d’un tampon
acide citrate-phosphate qui libere les peptides par la dénaturation des complexes CMH-I
et I'utilisation d’un systeme nanoLC-MS (nano Liquid Chromatography Mass Spectro-
metry) pour la séparation permettant la détection de peptides CMH-I a partir d’une faible
quantité de cellules (inférieure a 5 millions de cellules) [24]. La présente étude visait a
déterminer la meilleure stratégie bioinformatique pour 1’analyse des données spectrales
afin de compléter la chaine de traitement de séquencage et d’identification des peptides
du CMH de classe 1. Le séquencage de novo nécessite d’une part la meilleure qualité de
données possible et un algorithme de traitement des données performant. Le protocole
expérimental mis en place dans notre laboratoire et 1’utilisation du spectrométre LTQ-
Orbitrap Velos permet de générer des données d’une qualité inégalée a ce jour et par-
ticulierement adaptées au séquencage de novo. La présente étude a permis d’identifier
le programme PEAKS comme le plus performant pour les peptides du CMH de classe

I. Comme expliqué au chapitre 5, un projet collaboratif des laboratoires du Dr Pierre
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Thibault et Dr Claude Perreault, mettant a profit la chaine de traitement ainsi constituée,
a pour objectif d’identifier des antigénes mineurs d’histocompatibilité (AgMH) poten-
tiellement responsables de la maladie contre I’hote a la suite d’une greffe dans le cadre
du traitement de la leucémie. Toute molécule peut générer des AgMH si celle-ci contient
une région polymorphique qui passe a travers le systeme d’apprétement des antigénes et
correspond au motif d’une molécule du CMH de classe 1. Par conséquent, toute varia-
tion génomique, en particulier les SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms), peut poten-
tiellement produire des antigénes mineurs d’histocompatibilité. En raison de 1’absence
d’une approche a haut débit pour la découverte d’AgMH, pas plus de 40 AgMH chez
I’homme ont été identifiés a ce jour [27]. L’objectif du projet collaboratif dans lequel
s’integre cette présente étude vise a évaluer pour la premiere fois I’'impact du polymor-
phisme génétique sur le répertoire des peptides du CMH de classe I et I'identification
d’antigenes mineurs d’histocompatibilité par spectrométrie de masse. L’ approche expo-
sée dans le chapitre 5 utilisant le programme SNPDiscoverer a permis de constituer une
liste des peptides du CMH de classe I qui pourraient s’avérer €tre des antigenes mineurs
d’histocompatibilité. Les travaux sont toujours en cours. Une validation immunologique
des antigénes mineurs d’histocompatibilité potentiels devra étre menée pour confirmer
leur existence. La découverte d’antigenes mineurs d’histocompatibilité par la démarche
proposée ici constituerait une premiere. Le projet fera 1’objet d’une publication en 2011

ou 2012.
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Annexe I

Copie d’écran d’une recherche de peptides avec MHCDB

En haut de chacune des colonnes, il est possible de spécifier une valeur de filtrage.
Il suffit de cliquer sur la ligne correspondant a un peptide pour obtenir de plus amples

informations.

MHC Db

Home Browse
Peptide list
Page: 1 2 3 4 5 [»] | Number of peplides : 177

|dentifier | Hostorganism  Name Sequence Genotype Actual it Exact mass Charge Score
3011.0320 Mus musculus LSAGVEFLK H-2 Db 4451 $62.543 2 BN
3011.0322 Wus musculus QLQLLMPLK H-2 Db S2.75 108265 2 50.58
3011.0860 Mus musculus LMSFTI H-2 Db 3232 72835 2 662
3011.1102 Mus musculus VVYRGTTTYK H-2 Db 3205 118563 3 681
3035.2660 Mus musculus INFFNL H-2 Db 39.51 766.404 2 895
3035.2720 Mus musculus LLGDSDSVAK H-2 Db 3228 1003.52 2 963
30352734 Mus musculus WFISIYSRPK H-2 Db 426 1272639 3 15.76
30352823 Mus musculus VTOLENRLKK H-2 Db .09 12147 3 36.44
3054.0182 Mus musculus MLFTSTNDK H-2 Db 38.18 1055.5 2 3208
3066.0262 Mus musculus FSAVISGSV H-2 Db 3858 B865.455 2 343
30686.0444 Mus musculus IYKGVYQFK H-2 Db 38.45 114463 3 2243
3075.0304 Mus musculus KMIVHI H-2 Db 22.14 789.389 2 11.04
3075.0304 Mus musculus WVHIYFV H-2Db 52.78 907.462 2 23.86
3075.0304 Mus musculus KMMVHY H-2 Db 39.83 920.451 2 3.06
3075.0304 Mus musculus KMEVHIYE H-2 Db 45.04 1067.53 2 26.78
3075.0304 Mus musculus KMMVHIVE H-2 Db 51.09 1067.53 2 41.09
3075.0304 Mus musculus KMMVHIYF H-2 Db 48.04 1083.52 2 15.72
3075.0304 Mus musculus KMMVHIYFV H-2 Db 52.05 11666 2 59.24
3075.0304 Mus musculus KMMVHIVFY H-20b 4775 1166.6 2 19.05
3075.0204 Mus musculus KMEVHIYFY H-20b 5469 118686 2 3raz




Annexe I1

Proportion des fragments observés par rapport aux fragments théoriques

Tableau IL.I — Rapport du nombre de fragments observés de chaque type par rapport au nombre de frag-

ments théoriques du méme type.

Peptides trypsiques Peptides du CMH-I
Type Charge Proportion moyenne IC95 Proportion moyenne IC95
y 1 80,7  +/-1,7 58,0  +/-34
y 2 246 +/-5,2 16,4  +/-8,7
y-H20 1 32,7  +/-5,0 245  +/-7,1
y-H20 2 8,6 +/-10,4 5,3 +/-13,0
y-NH3 1 21,6  +/-6,4 12,9 +/-10,2
y-NH3 2 20,3  +/-6,1 12,5  +/-9,6
b 1 59,2 4/-3,2 52,2 +4/-3,6
b 2 6,0 +/-12,8 10,7 +/-7.9
b-H20 1 45,3  +/-45 26,6  +/-6,5
b-H20 2 5,8 +/-11,7 59 +/-11,5
b-NH3 1 20,1  +/-9,0 16,0 +/-10,6
b-NH3 2 11,4  +/-8,1 12,5 +/-8,8
a 1 25,7  +4/-5,8 13,8 +/-7.8
a 2 9,2  +/-9,7 9.5 +/-9,2
a-H20 1 16,5 +/-7,7 6,5 +/-12,9
a-H20 2 5,1 +/-13,1 3,2 +/-15,6
a-NH3 1 20,4  +/-6,4 85 +/-11,6
a-NH3 2 10,6  +/-9.4 9,1 +/-10,4
interne 1 41,8 +/-54 27,8  +/-7,3
interne 2 14,1 +/-9,9 8,5 +/-13,6
interne-H20 1 32,8  +/-6,0 13,7 +/-10,3
interne-H20 2 10,9 +/-11,3 6,0 +/-14,9
interne-NH3 1 27,8  +/-6,0 12,0 +/-11,9
interne-NH3 2 5,9 +4/-13,5 2,6 +/-20,5




Annexe II1

Profil de fragmentation

Tableau IIL.I - Profil de fragmentation CID des peptides HLA-A*01 de 9 résidus (n=55)

Type Charge Perte neutre  Position I Ecart-type 25perc. 97,5 perc.
y 1 1 6.92 1.83 3.36 10.66
y 1 2 7.14 2.52 3.25 12.82
y 1 3 7.46 3.53 2.4 15.8
y 1 4 14.11 5.04 5.69 25.24
y 1 5 13.99 5.24 5.16 25.37
y 1 6 7.52 2.72 2.96 13.47
y 1 7 2694 8.74 11.06 44.99
y 1 8 2.04 1.01 0.52 4.36
y 1 H20 1 0.04 0.04 0 0.14
y 1 H20 2 1.18 0.63 0.13 2.59
y 1 H20 3 0.89 0.46 0.21 1.97
y 1 H20 4 2.27 1.26 0.53 5.24
y 1 H20 5 2.13 1.88 0.11 6.97
y 1 H20 6 2.46 291 0.05 10.29
y 1 H20 7 0.91 0.54 0.17 2.21
y 1 H20 8 1.75 1.81 0.05 6.3
y 1 NH3 1 1.46 0.52 0.56 2.59
y 1 NH3 2 0.35 0.25 0 0.93
y 1 NH3 3 0.51 0.42 0 1.51
y 1 NH3 4 1.33 1.41 0 5.1
y 1 NH3 5 2.5 3.09 0.14 10.65
y 1 NH3 6 0.71 0.85 0 2.99
y 1 NH3 7 0.52 0.38 0 1.4
b 1 2 2.98 1.08 1.11 5.28
b 1 3 1.67 0.79 0.48 3.51
b 1 4 4.41 1.84 1.55 8.64
b 1 5 7.71 3.34 231 15.12
b 1 6 15.04 5.88 491 27.98
b 1 7 2321 6.73 11.48 37.61
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Tableau IILII — Profil de fragmentation HCD des peptides HLA-A*01 de 9 résidus (n=51)

Type Charge Perte neutre  Position I Ecart-type 2,5perc. 97,5 perc.
y 1 1 4746 9.04 30.1 65.68
y 1 2 2253 5.24 13 33.49
y 1 3 11.39 5.52 2.34 23.54
y 1 4 11.84 4.72 4.12 22.14
y 1 5 11.74 3.81 4.83 19.59
y 1 6 10.52 4.04 3.83 19.43
y 1 7 2275 7.61 8.83 38.25
y 1 8 9.26 425 2.28 18.84
y 1 H20 2 6.88 3.04 1.83 13.4
y 1 H20 3 2.54 1.76 0.27 6.69
y 1 H20 4 5.09 3.38 0.95 13.33
y 1 H20 5 1.68 0.86 0.46 3.63
y 1 H20 6 1.59 091 0.27 3.73
y 1 H20 7 3.22 1.51 0.88 6.65
y 1 H20 8 1.32 0.71 0.22 29
y 1 NH3 1 20.86 4.24 12.89 29.57
y 1 NH3 2 1.73 2.08 0.06 6.97
y 1 NH3 3 0.34 0.23 0 0.87
y 1 NH3 4 0.47 0.47 0 1.63
y 1 NH3 5 0.81 0.54 0.08 2.11
y 1 NH3 6 0.48 0.29 0 1.13
y 1 NH3 7 1.17 0.78 0.1 2.92
y 1 NH3 8 0.62 0.65 0 2.16
b 1 1 0.23 0.18 0 0.66
b 1 2 1848 4.04 10.96 26.63
b 1 3 8.39 2.66 3.68 14.25
b 1 4 6.77 2.37 2.85 12.03
b 1 5 7.44 3.56 2.48 16.07
b 1 6 1098 3.76 44 19.08
b 1 7 11.76 4.54 421 21.88
b 1 8 7.84 2.81 3.22 14.24
b 1 H20 2 8.71 3.47 2.89 16.41
b 1 H20 3 9.82 3.89 3.31 18.11
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Liste des combinaisons d’acides aminés possibles pour les masses comprises entre

Annexe IV

114uet217u
Masse nominale Acides aminés Différence Masse nominale Acides aminés Différence
114 N 0,04293 218 AF 0,10553
G,G 0,04293 D,C 0,03613
115 D 0,02694 M.,S 0,07251
128 Q 0,05858 220 GY 0,08479
K 0,09496 224 H.S 0,09094
AG 0,05858 225 Q.p 0,11134
129 E 0,04259 K,p 0,14773
131 M 0,04048 AG.P 0,11134
137 H 0,05891 226 E.P 0,09536
142 AA 0,07423 LI 0,16813
144 G,S 0,05349 LL 0,16813
147 F 0,06841 LL 0,16813
154 G,p 0,07423 227 AR 0,13823
156 R 0,10111 NI 0,12699
G,V 0,08988 N,L 0,12699
158 A,S 0,06914 Qv 0,12699
G,T 0,06914 K,V 0,16338
160 CG 0,03065 AGV 0,12699
163 Y 0,06333 G,G,I 0,12699
168 AP 0,08988 G,G,L 0,12699
170 AV 0,10553 228 N,N 0,08585
G,I 0,10553 D,I 0,11101
G,L 0,10553 DL 0,11101
171 N,G 0,06439 E.V 0,11101
G,G,G 0,06439 M,P 0,09325
172 AT 0,08479 N,G,G 0,08586
D,G 0,04841 229 N.,D 0,06987
174 AC 0,04630 QT 0,10626
S.S 0,06406 K,T 0,14264




184

185
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188

190
194

196
198

199

200

201

202

204

206
208

Al
AL
PS
AN
Q.G
G,K
AG,G

AD
E.G
S,V
GM
S,T
C,S
GH
PP
PV
PT
\'AY%
AQ
AK
AAG
AE
Cp
LS
L,S
TV
N,S
G,G,S
AM
D,S
C\V
T,T
CT
G,F
C.C
AH

0,12118
0,12118
0,08479
0,08004
0,08004
0,11643
0,08004
0,07931
0,06406
0,06406
0,10044
0,06195
0,07971
0,04121
0,08038
0,10553
0,12118
0,10044
0,13683
0,09569
0,13208
0,09569
0,07971
0,06195
0,11609
0,11609
0,11609
0,07495
0,07496
0,07760
0,05897
0,07760
0,09536
0,05686
0,08988
0,01837
0,09603

230

231

232

234
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240
241

242

AAS
AGT
D.G,G
DD
ET
M,V
cQ
CK
ACG
G.S.S
CE
M,T
AY
cM
H,P
ES
HV
HT
AAP
CH
Ql
QL
LK
LK
AAV
AGI
AGL
G.PS
N.Q
N.K
El
EL
AN,G
Q.G,G
G,GK
RS

N.E

0,10626
0,10626
0,06987
0,05389
0,09027
0,10890
0,06776
0,10415
0,06776
0,08552
0,05178
0,08816
0,10044
0,04967
0,11168
0,10044
0,12733
0,10659
0,12699
0,06810
0,14264
0,14264
0,17903
0,17903
0,14264
0,14264
0,14264
0,10626
0,10151
0,13789
0,12666
0,12666
0,10151
0,10151
0,13789
0,13314
0,08552
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210

211
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LP
L.P
N,P
G,G,P
D,p
LV
LV
R,G
N,V
AAA
G,G,V
DAY
LT
LT
N,T
Q.S
K.S
AG,S
G,G,T
D,T
Cl
CL
E,S
N,C
CG,G

0,13683
0,13683
0,09569
0,09569
0,07971
0,15248
0,15248
0,12258
0,11134
0,11134
0,11134
0,09536
0,13174
0,13174
0,09061
0,09061
0,12699
0,09061
0,09061
0,07462
0,09325
0,09325
0,07462
0,05211
0,05211
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AAT
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E,G,G
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D,E
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EP
N.M
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G,S,T
DM
FV
CG.S
ET
CF
H|I
HL

S,Y

0,08552
0,12191
0,10078
0,12191
0,08552
0,08552
0,12191
0,06954
0,12455
0,12455
0,12118
0,08341
0,08341
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0,08341
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0,11609
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Annexe V

Comparaison des performances des différents programmes de séquencage de novo

par la mesure de similarité avec la premiere séquence candidate uniquement
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Annexe VI

Séquences in silico avec score > 99 erronées a cause de la non-prise en compte des

modifications post-transcriptionnelles pertinentes

M* indique un acide aminé M oxydé.

La séquence réelle La séquence in silico A masse

HTSSM*RGVYY HTSHPPGTGYY 16
EDQLLPFM*SD TPSAELYCEPT 16
KFM*LNVSYL KFPYGGVSYL 16
KAVYNFATM* KAVYNFGDF 16
HTLM*SIVSS SYPTHLVSS 16
KQM*YKTPTLK KSMGYKTPTLK 16
KM*NPPKFSKV QFNPPKFSKV 16
FM*SHVKSVTK YMSHVKSVTK 16
LTSM*KYFVK LTSFGAYFVK 16

FM*KIGAHPI YMKLGAHPL 16




Annexe VII

Organismes pour lesquels I’ensemble des protéines a été utilisé pour la recherche

MASCOT dans les conditions réelles

Tableau VILI — Organismes pour les alleles H2-Db et H2-Kb

Mus musculus
Bordetella pertussis
Coxiella brunetti

Virus Guanarito

Virus Junin

Lassa

Virus de la chorioméningite lymphocytaire
Virus Machupo

Mouse (DQS)
Herpesvirus 4 de Murid
Virus sabia

Virus Vaccinia

Virus Whitewater Arroyo

Tableau VILII — Organismes pour les alleles HLA-A*01, HLA-A*03 et HLA-A*03

Dengue

Virus de I’hépatite B

Virus de I’hépatite C

Virus Guanarito

Homo sapiens

Infuenza

Virus Junin

Lassa

Virus de la chorioméningite lymphocytaire
Virus Machupo

Virus Sabia

SARS

Triticum aestivum

Virus Vaccinia

Virus variole (Inde)

Virus variole (Bengladesh)
Virus Whitewater Arroyo



Annexe VIII

Chaine de traitement pour la recherche d’antigenes mineurs d’histocompatibilité

42234 spectres 30915 spectres
pour M pour R

Recherche Mascot

Score > 25 l l

37931 spectres 28500 spectres
non assignés pour non assignés pour

1601 peptides 1427 peptides
uniques identifiés uniques identifiés
pour M pour R

Filtrage des spectres

r=0.3

29730 spectres 22338 spectres
retenus pour M retenus pour R

Séquencage de novo
PEAKS

5 premiéres séquences

in silico

v L4
148650 séquences 111690 séquences
in silico in silico

Recherche de MiHAs
SCOT R
versus
PEAKS M

Recherche de MiHAs'
MASCOT M
versus
PEAKS R

MiHAs potentiels
chezR

MiHAs potentiels
chezM

Figure VIIL.1 — Schéma général de la chaine de traitement pour la recherche de SNPs potentiels.
Pour chacun des individus M et R, on a 3 réplicats composés de 5 échantillons. La chaine de traitement
se compose de 4 principales étapes : filtrage des spectres, séquengage de novo, filtrage des séquences de
novo et enfin recherche de MiHAs



Annexe IX

Fréquence des substitutions d’acides aminés entre les séquences retournées par

MASCOT et les séquences de novo retournées par PEAKS

Mascot pour M versus Peaks pour R
Substitutions Fréquence Score substitution

E->Q 118 1.4
D->N 59 1.4
Q->P 4 1.3
S->N 3 2.6
I>T 2 1.7
R >K 2 2.6
Q->E 2 1.4
V->L 2 5.1
A->S 1 1.9
R->H 1 2.6
S->G 1 1.5
E->K 1 1.4
Y->N 1 3.3

Tableau IX.I



Mascot pour R versus Peaks pour M

Substitutions

Fréquence Score substitution

E->Q
D->N
Q—>P
E->D
Y ->N
V->L
T->S
1>V
R->P
L>P
A->S
S->T
K->Q
S->P
Q—>E
E->G
A->P

137

(@)
[9S)

el e e e e T N I \© B US B SO N AN

1.4
1.4
1.3
3.8
3.3
5.1
5.1
3.6
1.6
4.2
1.9
5.1
1.4
2.1
1.4
1.7
4.3

Tableau IX.II

XXXV
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