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RESUME en francais

La caractérisation de domaines protéiques permetéfiair des superfamilles structurales; leur dfasgtion
fonctionnelle contribue a la représentation degesyss biologiques. IMGT est le systéeme d'informatio
international en ImMMunoGénéTique®, spécialisé dargestion des séquences et structures 3D desnawidu
systéeme immunitaire des vertébrés. IMGT-ONTOLOGYirfut les regles de description de leurs récepteurs
chaines et domaines; la numérotation unique deuehgge de domaine se base sur des alignemeniplesikt
assure la description standardisée de leurs casdicfgées fonctionnelles et structurales. Des doemide
structure similaire ont été identifiés au sein dambreuses protéines définissant ainsi les supdiésmi
structurales des immunoglobulines (IgSF) et du MMBCcSF), hétérogenes en séquences et en fonctions.

Les objectifs de cette these étaient I'extensiofadetandardisation IMGT aux protéines des IgSMIetSF, et

la mise en place d’'une méthodologie de classificatie ces protéines selon leurs fonctions et ietesactions a
partir de leur séquence. Nous avons développé weegure d’alignement de ces domaines adaptéera leu
hétérogénéité de séquence; elle permet la stasdtoi de nouvelles protéines et la gestion deB EMhcSF
par les différents composants d'IMGT. Nous présentigalement une approche de classification siggerdes
protéines de la MhcSF selon leur liaison ou noa adta2-microglobuline, combinant un classifieuy&aen
naif et la numérotation unique IMGT. Cette approekeperformante, fournit des informations concetres
propriétés physico-chimiques qui favorisent ou défssent cette interaction, et permet I'annotagamomatique

de protéines de vertébrés inférieurs; elle devsaippliquer avec succés a d'autres problématiques d
classification des protéines des IgSF et MhcSF fesquelles on dispose de classes connues a migoius
généralement a la classification fonctionnelle ulgesfamilles protéiques a partir d'un alignementtipie.

TITRE en anglais
DOMAIN CHARACTERIZATION OF IGSF AND MHCSF SUPERFAMIES AND FUNCTIONAL
CLASSIFICATION IN IMGT

RESUME en anglais

Protein domain characterization provides the diédiniof structural superfamilies; their functior@éssification
contribute to the representation of biological eyst. IMGT, the international information system in
ImMMunoGeneTics®, is dedicated to the managemenhefsequences and the 3D structures of the vetéebra
immune system proteins. IMGT-ONTOLOGY provides ties of description of their receptors, chains and
domains; the unique numbering of each domain typeéased on multiple alignments and ensures the
standardized description of their functional andictural characteristics. Domains with similar stuwme were
identified within many proteins thus defining theustural superfamilies of the immunoglobulins (|§Snd of
the MHC (MhcSF), heterogeneous in sequences arudidns.

The goals of this thesis were the extension ol M@T standardization to proteins of IgSF and Mhc8#d the
development of a method to classify these protaaterding to their functions and interactions, dinbm their
sequence. We developed a procedure for the alignteafehese domains, taken into account their secpie
heterogeneity; it allows the standardization of nawteins and the management of IgSF and MhcSFéy t
IMGT components. We also present an approach arsiged classification of the MhcSF proteins acoaydo
their interaction or not with the beta2-microglabulcombining a simple Bayes classifier and the IM@ique
numbering. This approach is accurate, providesrindtion concerning the physicochemical propertidsciv
support or prevent this interaction, and allows #wtomatic annotation of low vertebrate proteinsshould
apply successfully to other problems of IgSF andc®t function or interaction classification, and aony
problem of superfamily protein classification baseda multiple alignment.

DISCIPLINE
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MOTS-CLES
Superfamille du MHC, MhcSF, superfamille des immgionbulines, IgSF, domaines protéiques, numérotation
unique IMGT, beta2-microglobuline, classificatiaupgrvisée, classifieur Bayesien naif.
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INTRODUCTION

Le développement intensif du séquencage, des tpodmide biologie structurale et de la
biologie moléculaire a abouti a l'accumulation demtreuses données concernant la
séquence, la structure tridimensionnelle et la tioncdes protéines. La mise en place
d’approchesin silico, destinées a classer automatiquement les protainesellement
identifiees d’apres leurs caractéristiques straddgr ou fonctionnelles, constitue un axe
important de la bioinformatique actuelle. L'enjezi@ks approches est la compréhension de ce
qui détermine la structure et la fonction des pn&®; les informations fournies permettent

d’optimiser l'utilisation des protocoles expérimaux longs et colteux.

Les domaines protéiques sont des entités struetugitonomes ; de nombreuses bases de
données de domaines protéiqgues ont été crééeqyupegrt les domaines en familles
structurales (Murzin et al. 1995, Orengo et al. 7)9%u fonctionnelles (Webb 1992,
Sonnhammer et al. 1997). Les séquences protéiquese dnéme famille peuvent
correspondre a différentes spécificités de fonstion d’interactions, connues ou non ; par
exemple, la famille fonctionnelle des protéinesakies comprend des protéines qui présentent
une activité similaire (la phosphorylation d’acideminés) mais des substrats différents,
correspondant aux différents types d'acides amipé®sphorylés. La classification
fonctionnelle des familles protéiques consiste eoderir les différentes fonctions qui les
composent, ou a prédire la fonction de nouvellesdmes. Ces problématiques correspondent
respectivement aux méthodes de classification ditpervisée et non supervisée. La
classification fonctionnelle des familles protéigusbtenue a partir de ces approches est de
plus en plus fine, et favorise ainsi une représiemtade plus en plus réaliste des systéemes

biologiques.

Parmi les systemes biologiques, le systéme immumifgermet la protection de I'h6te des
maladies infectieuses et du cancer. Alors qu'unmumité naturelle est observée chez de
nombreux organismes multicellulaires, les actealsilaires et protéiques qui permettent une
reconnaissance specifique et une mémoire des goaitsgenes ne sont rencontrés que chez
les vertébrés ; cette spécificité et la reconnassadu soi et du non soi caractérisent
immunité acquise, basée sur des interactions yee tprotéine-ligand impliquant
principalement les immunoglobulines (IG), les réeaps des cellules T (TR) et les protéines
du complexe majeur d’histocompatibilité (MHC). Lgsgeeme immunitaire est complexe, au
niveau génomique (les IG, TR et MHC correspondesesafamilles multigéniques, et ’ADN
de la lignée germinale des cellules matures exminkes IG et TR est soumis a des
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réarrangements) (Tonegawa 1983) comme a I'échebléaulaire (par la spécificité élevée
des interactions impliquant les IG et TR) (Leframod Lefranc 200la, 2001b). La
bioinformatique est essentielle pour modéliser ecettomplexité, comprendre les
dysfonctionnements du systeme immunitaire et deyelo des stratégies thérapeutiques

adaptees.

IMGT, the international ImMunoGeneTics informatiagystem® créé par Marie-Paule
Lefranc en 1989 a Montpellier, est spécialisé dargestion des données de séquence et de
structure 3D des IG, TR et MHC de vertébrés (Lefrah al. 2005a). Les données sont
annotées a difféerentes échelles (chromosomes,,Igénss, domaines protéiques), d’apres les
concepts d'IMGT-ONTOLOGY (Giudicelli and Lefranc 99, Lefranc et al. 2004). Cette
standardisation a permis de décrire I'organisatmuaulaire des récepteurs et chaines des IG,
TR et MHC, et de définir trois familles structuralde domaines protéiques : V-DOMAIN
(Lefranc et al. 2003), C-DOMAIN (Lefranc et al. ZBl) et G-DOMAIN (Lefranc et al.
2005c). La numérotation unique IMGT de chaque tgjlge domaine se base sur des
alignements multiples et assure la description dstatisée de leurs caractéristiques
fonctionnelles et structurales. Des domaines detstre 3D similaire ont été identifiés au sein
de protéines impliqguées dans une grande variepgabessus biologiques (tels que I'adhésion
cellulaire et la régulation métabolique), localisé@ss des compartiments cellulaires différents
et correspondant a différents sites d’interactimtéine-ligand. Ces domaines protéiques sont
nommes respectivement V-LIKE-DOMAIN, C-LIKE-DOMAINt G-LIKE-DOMAIN. Les
protéines composées d’au moins un V-DOMAIN, C-DOMAIV-LIKE-DOMAIN ou
C-LIKE-DOMAIN appartiennent a la superfamille desmunoglobulines (IgSF), tandis que
celles composées d’au moins un G-DOMAIN ou G-LIKBMAIN appartiennent a la
superfamille du MHC (MhcSF). Chacune de ces supeliss structurales est hétérogéne en

terme de séquences, et comprend plusieurs farfolhesionnelles.

Les objectifs de cette these étaient I'extensiotadgandardisation IMGT aux protéines des
IgSF et MhcSF, et la mise en place d’'une méthodeldg classification de ces protéines
selon leurs fonctions et leurs interactions a paté leur séquence. Nous nous sommes
particulierement intéressés a la classification destéines de la superfamille du MHC
(MhcSF), selon gu’elles se lient ou non a la beta@-oglobuline (B2M). Pour les protéines
de la MhcSF qui se lient constitutivement a la B2#gtte liaison non covalente est nécessaire
a la stabilité de leur structure, a leur expressida surface cellulaire et a leur fonction ; une
interaction défectueuse pour ces protéines abawté nombreuses pathologies décrites dans

la littérature (Rose et al. 1983, Wang et al. 19%8anmoins, certaines protéines de la
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MhcSF ne se lient pas a la B2M, sans conséquencgidanelle. Notre objectif était de
prédire si une nouvelle protéine de la MhcSF seolienon a la B2M, et de comprendre
pourquoi. Les enjeux biologiques de cette approdbeclassification supervisée sont la
détection de mutants pathologiques dont I'expressiellulaire défecteuse est liee a une
absence d’interaction avec la B2M, I'annotationoandtique des nouvelles protéines de la
MhcSF issues du séquencage des génomes de veitdbrisirs, et la prédiction de ligands.
Certains récepteurs des cellules NK reconnaissenteffet spécifiquement la B2M
(Michaélsson et al. 2001) ; en indiquant qu'unedirne se lie a la B2M, nous pourrons donc

prédire ce type d’interaction.

Le premier objectif était de standardiser les pnet® des IgSF et MhcSF a partir des regles
existantes, ou en établissant des regles adaptées. avons d’'une part démontré que les
numeérotations des V-DOMAINs et des C-DOMAINs étaiepplicables aux V-LIKE-
DOMAINs et C-LIKE-DOMAINS, et d’autre part mis edgee la numérotation unique des
G-DOMAINs et G-LIKE-DOMAINs ; nous avons pour celdéveloppé une procédure
d’alignement de ces domaines protéiques basée aswroinbinaison d’alignements de

séquences et structures 3D, particulierement aglaptiEur hétérogénéité de séquences.

A partir de ces séquences standardisées, nous atatrisla phylogénie des protéines de la
MhcSF et caractérisé leurs contacts protéine-lig&ss analyses nous ont permis d’'une part
de mettre en évidence I'antériorité évolutive despecialisation des protéines de la MhcSF
sur la spéciation et la perte partielle de la ca@ale liaison a la B2M au cours de I'évolution,

et d’autre part de définir la zone de contact pieédes protéines de la MhcSF avec la B2M.
Nous avons ainsi déterminé les contraintes inhéseatix données et a notre problématique

de classification des protéines de la MhcSF sadanihteraction ou non avec la B2M.

Un état de l'art des principales méthodes de dlaaibn supervisée et non supervisée
appliguées a la classification fonctionnelle de ifi@® protéiques nous a alors permis de
développer une approche efficace, adaptée a nagdenCette approche supervisée combine
un classifieur Bayesien naif et la numérotationquei des G-DOMAINs et G-LIKE-
DOMAINSs. Elle comprend deux étapes : la sélectiamdnsemble de descripteurs binaires
discriminants (qui associent une position dansgiredment et un groupe d’acides aminés), et
la construction du classifieur par estimation degqgdences de ces descripteurs
conditionnellement aux classes que I'on cherchéparer. Cette approche est performante
quelle que soit la similarité de la séquence aselaavec les séquences du jeu de données. Le

caractére explicatif de ce classifieur nous peumftidentifier les propriétés physico-chimiques



qui, observées a une position donnée des G-DOMAING-LIKE-DOMAINSs, favorisent ou
défavorisent l'interaction des protéines de la Mhc& la B2M, et d'en donner une
interprétation structurale. Ces informations paemt s’'avérer cruciales pour de futures
expériences de mutagenése dirigée. Enfin, l'utibsade notre classifieur comme outil
prédictif nous permet d’émettre des hypotheses eroaat I'interaction des protéines du
MHC de vertébrés inférieurs avec la B2M. Cette mé¢hdevrait s'appliquer avec succes a
d’autres problématiques de classification des pretédes IgSF et MhcSF pour lesquelles on
dispose de classes connues a priori, et plus déneat a la classification fonctionnelle de

familles protéiques a partir d’un alignement mudip

Certains chapitres du manuscrit sont associésa yohusieurs articles publiés ou en cours de
publication. Les différents chapitres sont les aots : Lechapitre 1 présente le systéeme
immunitaire adaptatif, les regles de DESCRIPTION d&, TR, MHC et les regles de
NUMEROTATION de leurs domaines protéiques.dbapitre 2 met en évidence la diversité
fonctionnelle des protéines des superfamilles IgEMhcSF, et présente la standardisation
IMGT de leurs récepteurs, chaines et domaines que avons obtenue a partir des régles
existantes pour les IG, TR et MHC. thapitre 3 détaille la procédure que nous avons mise
en place pour lI'alignement des G-DOMAINs et G-LIKEDMAINSs et la standardisation des
protéines de la MhcSF, et I'analyse évolutive micitirale de ces données standardisées. Le
chapitre 4 présente d’'une part les principales méthodes asification supervisée et non
supervisée appliquées a la classification foncttlarde familles protéiques, et d’autre part la
méthodologie que nous avons développée et nostatssaloncernant la classification des

protéines de la MhcSF selon leur interaction ouatmB2M.



CHAPITRE 1

Les protéines du systéme immunitaire adaptatif

Le systeme immunitaire assure l'intégrité des ogyaas multicellulaires en les protégeant
des agents pathogénes. L'immunité non spécifiqueijaée) est constituée des barrieres
naturelles anatomiques, physiologiques, phagoegaiet inflammatoires. Le systéme
immunitaire spécifique (ou adaptatif, observé gawe uniquement chez les vertébres) est
impliqué dans la reconnaissance et I'éliminatiorec#fijues des agents pathogénes, et
comprend I'immunité humorale et cellulaire ; cetéypse est basé sur des interactions de type
protéine-ligand impliquant principalement les imraglobulines (1G), les récepteurs T (TR)

et les protéines du complexe majeur d’histocompaél{MHC) (Fig. 1.1).

- @
Antiggnes @
D

17 Organisme d'un vertébre —J’

Réponse humorale Réponse cellulaire
W & & @ /
FBIR *t T g E 0 U —
JL [ e ],
%Th & 2 Te¥F
a¢ 1G w b
~=. B Sf.‘ + cytokines l l
- : i
X X i MHCA . 1 MHC
o P e~ ’
:‘:: Th === __-s- % Tc &==55 %ﬁ Tl
l Flasmocytes — .."‘ﬂ""' il \ 8 o ‘?\.ﬂ_.,:» .._!',
=] ' §
IG : -
o ) y Sécrétion de == & Acthits
,;ﬂ'- LY fh cytokines : "'..' E "_'?:;-TC 45: cytotoxique
J o ® Cwaldd S
=l"el:.\ ﬁ T L
Elimination des antigénes Destruction des cellules du soi altérees

Figure 1.1.Les protéines IG, TR et MHC et leurs interactions a sein du systeme immunitaire(modifié
d’'apres Abbas AK. et al. Cellular and Molecular Iomology, Fourth Edition)Les cellules : B (lymphocytes ou
cellules B) et plasmocytes, T (lymphocytes ou ¢efil), Tc (lymphocytes T cytotoxiques), Th (lympkites T
auxiliaires) ; les protéines : IG (immunoglobulihe$R (récepteurs T), MHC-I et MHC-II (complexe reaj
d’histocompatibilité de classes | et Il).
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Ces protéines sont constituées d’'un ou plusieweptéurs aux antigenes ; chaque réecepteur
est un hétérodimére de chaines polypeptidiques @mapt différents domaines protéiques.
Les concepts d'IMGT-ONTOLOGY (Annexe 1, Giudicedind Lefranc 1999, Lefranc et al.
2004) fournissent une classification sémantiquecdesaissances en immunogénétique ; plus
particulierement, les concepts de DESCRIPTION eNUBMMEROTATION fournissent les
termes et regles nécessaires respectivement askxigton des récepteurs, chaines et
domaines des IG, TR et MHC des vertébrés, et aufaénotation des acides aminés des

séquences et structures 3D de leurs domaines (cefi@09).

Ce chapitre présente tout d’abord le systeme imtain@iadaptatif et le réle des IG, TR et
MHC dans la reconnaissance antigénique. Les IG Rtsdnt constitués de domaines
protéiqgues de structure similaire, et nous détaslladonc par la suite les regles de
DESCRIPTION de ces protéines et les régles de NUMERTION de leurs domaines.

Enfin, nous détaillons les regles de DESCRIPTION pmtéines du MHC et les regles de
NUMEROTATION de leurs domaines. Comme nous le vesrdans la suite de cette these,
cette standardisation des acteurs moléculaireystarae immunitaire adaptatif est essentielle

a la comparaison de leurs caractéristiques de ségude structure et de fonction.
1.1 Systéme immunitaire adaptatif et reconnaissance aigeénique

1.1.1 Immunité humorale : lymphocytes B et immunoglobulires

L’immunité humorale agit contre les bactéries stugus circulant dans le sang et la lymphe,
et est basée sur la reconnaissance spécifiquaapépi (ou déterminants antigéniques) de ces

agents pathogénes par les immunoglobulines (I&nticorps.

Les IG sont sécrétées par les plasmocytes, quéseptent la forme de différenciation
terminale des lymphocytes B. Les lymphocytes Bé&elbppent a partir de cellules souches
dans la moelle osseuse (organe lymphoide primdd@3. mécanismes de réarrangement de
I'’ADN générent une grande diversité de lymphocyBe§10* différents chez I'homme) ;
chaque lymphocyte B généré est unique et exprise surface des IG identiques, ayant par
conséquent la méme spécificité. La maturation giegphocytes B comprend une sélection
négative : les lymphocytes B qui expriment des [&cffiques d’'antigenes du soi sont
éliminés. Les lymphocytes B matures circulent alteas la lymphe et gagnent les organes

lymphoides secondaires (ganglions lymphatiques).rat

Dans les ganglions lymphatiques, la reconnaissapEifique d'un antigéne par un

lymphocyte B mature induit sa division cellulaiai(expansion clonale) et la différenciation



des clones en plasmocytes (qui sécretent des I@h égymphocytes B mémoires. Les IG
circulantes aboutissent a la destruction spécifipi€agent pathogene ; cette destruction est
liée a la formation du complexe immun (complexeigime-anticorps), qui favorise la
phagocytose du pathogéene par les macrophagesyrhghdcytes B mémoires expriment des
IG membranaires et ont une durée de vie beaucaup Iphgue que les plasmocytes ; ils
pourront étre activés et se différencier en plasesclors d’'une nouvelle rencontre avec

I'antigéne.
1.1.2 Immunité cellulaire : lymphocytes T et récepteurs T

L’'immunité cellulaire agit contre les cellules intées par des virus ou des bactéries, par
I'interaction spécifique des récepteurs T (TR) yesphocytes T avec les protéines du MHC

présentant des peptides endogenes ou exogened.[Big.

Les protéines du MHC (identifiees par Gorer en )936 subdivisent en deux classes. Les
protéines MHC de classe | (MHC-I) sont exprimédas surface de la majorité des cellules de
I'organisme. Elles ont pour fonction de présentet ymphocytes T CD8+ (pour la plupart
cytotoxiques) des peptides issus de la dégradatienprotéines cytosoliques par le
protéasome ; ces peptides endogenes sont liés ratéings du MHC-I dans le réticulum
endoplasmique. Les protéines MHC de classe Il (MBIGont exprimées a la surface des
cellules présentatrices d’antigenes (CPA) professbles (macrophages, cellules
dendritiques, lymphocytes B). Elles ont pour footde présenter aux lymphocytes T CD4+
(pour la plupart helper ou auxiliaires) des peidgsus des vésicules d’endocytose ; ces

peptides exogenes sont liés aux protéines du MHladt les endosomes.

Les récepteurs T assurent la reconnaissance spexifies cellules du soi infectées. lls sont
exprimés a la surface des lymphocytes T, qui seldppent dans la moelle osseuse a partir
de cellules souches et arrivent a maturation dansthymus. Des mécanismes de
réarrangement de '’ADN (analogues a ceux a l'odgite la diversité des lymphocytes B)
générent une grande diversité de lymphocytes Tif@m10? différents chez I'homme) ;
chaque lymphocyte T est unique et exprime des TERtigues de méme spécificité. Leur
maturation consiste en une sélection négative liquire les lymphocytes T spécifiques des
peptides du soi, et en une sélection positive gtriaene la prolifération des lymphocytes T
spécifigues de peptides du non soi. Les peptidesnreis par les lymphocytes T sont
présentés liés aux protéines du MHC. Une celluieesagui présente a sa surface des
protéines du MHC liees a des peptides du soi, ndedéhera donc aucune réaction

immunitaire, tandis qu’une cellule étrangére quisente des protéines du MHC différentes



sera rejetée (cas des greffes allogéniques), ahgicellule tumorale ou infectée par un virus
dont le MHC présente des peptides étrangers eeteaione réponse immunitaire. Les
lymphocytes T matures qui circulent dans la lympbgent des corécepteurs CD4 ou CDS8.
La majorité des lymphocytes T CD8+ sont cytotoxgjuet reconnaissent les peptides
présentés par les protéines du MHC-I; ils sontreggs au MHC-I. La majorité des
lymphocytes T CD4+ reconnaissent les peptides ptésar les protéines du MHC-II et sont
auxiliaires ou helper ; ils sont restreints au MHC-

L’interaction TR/peptide/MHC aboutit a I'expansiatonale du lymphocyte T impliqué dans
la reconnaissance spécifigue de l'agent pathogéna la différenciation des clones en
lymphocytes T effecteurs (cytotoxiques ou auxiig)ret en lymphocytes T mémoires. Les
lymphocytes T auxiliaires sécretent des cytokines stimulent la transformation des
lymphocytes B en plasmocytes (immunité humorale)l'attivité des lymphocytes T

cytotoxiques (immunité cellulaire), et aboutissainisi a la destruction de la cellule infectée.

Les lymphocytes B et T sont les principaux actexgkulaires de 'immunité a médiation

humorale et cellulaire. L'ADN de ces cellules maturdiffére de I'ADN de la lignée

germinale ; le réarrangement génique est une éaistajue essentielle de la maturation des
lymphocytes, et n'a jamais été observé dans dsutypes de cellules de vertébrés. Les
acteurs moléculaires de la reconnaissance antigérsignt les IG, les TR, et les protéines du
MHC (MHC-I et MHC-II). Ces protéines sont les gasade lintégrité des organismes de
vertébrés : elles permettent la reconnaissancefisjp@cdes agents pathogénes, l'induction de

leur destruction et la préservation des cellulea@gcules du soi.
1.2 IGetTR : DESCRIPTION et NUMEROTATION

Chez I'homme, les IG correspondent a 5 classesatyges IgM, IgD, 1gG, IgA et IgE, les
IgG et IgA étant elles-méme divisées en sous-ctaggel, 1gG2, I1gG3, 1gG4, IgAl et IgA2
(Lefranc and Lefranc 2001a). Ces classes et sagseas different par leurs propriétés
physico-chimiques et leurs fonctions biologiquear(Bn 1987, Lefranc and Lefranc 1990). Il
existe deux types de TR : alpha-beta (les plusésgmtés) et gamma-delta (Lefranc and
Lefranc 2001b). Les TR gamma-delta ne sont ressreinpar les protéines du MHC ni par les

peptides gu’elles présentent (Porcelli et al. 199llson and Garboczi 2001).
1.2.1 DESCRIPTION des récepteurs, chaines et domaines géiques

Les IG comportent quatre chaines polypeptidiquesstituant deux récepteurs aux antigenes

décrits en Table 1.1. Chaque récepteur centpune chaine lourde transmembranaire



Récepteur Chaine Domaine

IG-ALPHA_KAPPA H-ALPHA VH, CH1, CHZ, CHz:
L-KAPPA V-KAPPA, C-KAPPA
IG-ALPHA-1_KAPPA H-ALPHA-1 VH, CH1, CH2, CH:
L-KAPPA V-KAPPA, C-KAPPA
IG-ALPHA-2_KAPPA H-ALPHA-2 VH, CH1, CH2, CH:
L-KAPPA V-KAPPA, CKAPPA
IG-DELTA_KAPPA H-DELTA VH, CH1, CH2, CH
L-KAPPA V-KAPPA, C-KAPPA
IG-EPSILON_KAPPA H-EPSILON VH, CH1, CH2, CH3, CH
L-KAPPA V-KAPPA, C-KAPPA
IG-GAMMA-1_KAPPA H-GAMMA-1  VH, CH1, CH2, CH
L-KAPPA V-KAPPA, C-KAPPA
IG-GAMMA-2_KAPPA H-GAMMA -2 VH, CH1, CH2, CH:
L-KAPPA V-KAPPA, C-KAPPA
IG-GAMMA-2-A_KAPPA H-GAMMA-2-A  VH, CH1, CH2, CH:
L-KAPPA V-KAPPA, C-KAPPA
IG-GAMMA-2-B_KAPPA H-GAMMA-2-B VH, CH1, CH2, CH
L-KAPPA V-KAPPA, CKAPPA
IG-GAMMA-2-C_KAPPA  H-GAMMA-2-C VH, CH1, CH2, CH
L-KAPPA V-KAPPA, C-KAPPA
IG-GAMMA-3_KAPPA H-GAMMA-3  VH, CH1, CH2, CH
L-KAPPA V-KAPPA, C-KAPPA
IG-GAMMA-4_KAPPA H-GAMMA-4  VH, CH1, CH2, CH
L-KAPPA V-KAPPA, C-KAPPA
IG-MU_KAPPA H-MU VH, CH1, CH2, CH3, CH
L-KAPPA V-KAPPA, C-KAPPA
IG-ALPHA_LAMBDA H-ALPHA VH, CH1, CH2, CH:

L-LAMBDA V-LAMBDA, C-LAMBDA

IG-ALPHA-1_LAMBDA H-ALPHA-1 VH, CH1, CH2, CH:
L-LAMBDA V-LAMBDA, C-LAMBDA

IG-ALPHA-2_LAMBDA H-ALPHA-2 VH, CH1, CH2, CH
L-LAMBDA V-LAMBDA, C-LAMBDA

IG-DELTA_LAMBDA H-DELTA VH, CH1, CH2, CH
L-LAMBDA V-LAMBDA, C-LAMBDA

IG-EPSILON_LAMBDA H-EPSILON VH, CH1, CH2, CH3, CH
L-LAMBDA V-LAMBDA, C-LAMBDA

IG-GAMMA-1_LAMBDA H-GAMMA -1 VH, CH1, CH2, CH:
L-LAMBDA V-LAMBDA, C-LAMBDA

IG-GAMMA-2_LAMBDA H-GAMMA -2 VH, CH1, CH2, CH:
L-LAMBDA V-LAMBDA, C-LAMBDA

IG-GAMMA-2-A_LAMBDA H-GAMMA-2-A VH, CH1, CH2, CH
L-LAMBDA V-LAMBDA, C-LAMBDA

IG-GAMMA-2-B_LAMBDA H-GAMMA-2-B VH, CH1, CH2, CH
L-LAMBDA V-LAMBDA, C-LAMBDA

IG-GAMMA-2-C_LAMBDA H-GAMMA-2-C VH, CH1, CH2, CH:
L-LAMBDA V-LAMBDA, C-LAMBDA

IG-GAMMA-3_LAMBDA H-GAMMA-3  VH, CH1, CH2, CH
L-LAMBDA V-LAMBDA, C-LAMBDA

IG-MU_LAMBDA H-MU VH, CH1, CH2, CH3, CH
L-LAMBDA V-LAMBDA, C-LAMBDA

Table 1.1. DESCRIPTION des récepteurs, chaines ebrhaines d’'IG de mammiféres.
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Figure 1.2. Représentation schématique d'une IG ef’'un TR. (A) Homodimére de récepteurs 1G-MU-
KAPPA ou IG-MU_LAMBDA comportant respectivement lekaines L-KAPPA et H-MU ou L-LAMBDA et
H-MU. Chaque chaine Iégére comporte deux domailiés(V-KAPPA ou V-LAMBDA) et CL (C-KAPPA ou
L-LAMBDA) ; chaque chaine lourde comporte les domesi VH, CH1, CH2, CH3, CH4, et les régions CR, TM
et CY (respectivement CONNECTING-REGION, TRANSMEMBRE-REGION et INTRACYTOPLASMIC-
REGION). V, D et J indiquent les régions du géranangé pour chaque chaine (V-D-J pour les chidoedes
et V-J pour les chaines légeres), respectivemeREGION, D-REGION et J-REGION ; C indique la C-
REGION. La dégradation protéolytique d'un réceptd@MU-KAPPA ou IG-MU_LAMBDA génére
respectivement les récepteurs FAB-MU_KAPPA (chaWidsCH1 et L-KAPPA) et FC-MU (chaine CH2-CH3-
CH4), et FAB-MU_LAMBDA (chaines VH-CH1 et L-LAMBDA)et FC-MU. (B) Récepteur TR-
ALPHA BETA comportant les chaines TR-ALPHA et TR-B&EZ La chaine TR-ALPHA comprend les
domaines V-ALPHA et C-ALPHA ; la chaine TR-BETA cprand les domaines V-BETA et C-BETA. V, D et
J indiquent les régions du géne réarrangé pourughaliaine (V-D-J pour TR-BETA et V-J pour TR-ALPHA)
respectivement V-REGION, D-REGION et J-REGION ;n@digue la C-REGION.

distincte selon la classe d’'IG et une chaine légek&APPA ou L-LAMBDA (Fig. 1.2). Ces
chaines sont définies par leur poids moléculanespectivement 50 kilodaltons (KDa) ou
plus et 25 KDa (Edelman et al. 1969). La chainérnggst liée a la chaine lourde par un pont
disulfure (liaison covalente forte), et par un enbke de liaisons non covalentes telles que les
liaisons salines, les liaisons hydrogenes et lesantions hydrophobes. Les deux récepteurs
sont liés par des interactions similaires. La digesenzymatique d’'une IG par la papaine
produit 2 fragments Fab (« antigen binding ») efradgment Fc (« cristallisable ») (Porter
1959) ; ces fragments sont décrits comme des @aepau sein d'IMGT (Annexe 2). Les
chaines lourdes sont constituées d’'un V-DOMAIN \fep¢ésenté par une V-D-J-REGION,
issue du réarrangement des V-GENE, D-GENE et J-GE&E& lignée germinale, Fig. 1.3),
de trois ou quatre C-DOMAINs et des CONNECTING-RPEG, TRANSMEMBRANE-
REGION et INTRACYTOPLASMIC-REGION (Fig. 1.2 et 1.3Chaque C-DOMAIN est
codé par un exon du C-GENE exprimé (Fig. 1.3)tyfee de chaine lourde et de récepteur
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dépend du C-GENE exprimé. Les C-DOMAINs des chailoesdes ont des propriétés
effectrices : leur reconnaissance spécifiqgue psrHe récepteurs établit un pont entre les
réponses humorales et cellulaires du systeme imtaiten{Padlan 1994). Les chaines légeres
comprennent un V-DOMAIN V-KAPPA ou V-LAMBDA (codégr une V-J-REGION issue
du réarrangement des V-GENE et J-GENE de la liggéaminale, Fig. 1.3) et un
C-DOMAIN C-KAPPA ou C-LAMBDA (Fig. 1.2).

DOMAINES Y-DOMATN CH1 CH2 CH3
| (121) I 98 | | 110 | 105 |
EXONS | v-D-J-GENE CHL H] CHZ2 | CH3 | ML |m2|
REGIONS |  v-p-J-REGION C-REGION (399) !
¥-REGION [ COMNMNECTING-REGION
B Dp-RecION [ C-DOMAIN ] TRANSHMEMBRANE-REGION

[ J-ReGION [ HINGE-REGION [ INTRACYTOPLASMIC-REGION

Figure 1.3. Correspondance entre les domaines praggies d’'une chaine H-GAMMA-1 membranaire et les
exons et régions du géne réarrangéa taille des domaines et des régions est en rmdibcides aminés.

Les TR sont des hétérodimeres de chaines transrapait®es, distinctes selon le type de TR
(alpha-beta ou gamma-delta) ; chaque chaine comhpren/-DOMAIN (représenté par une
V-D-J-REGION ou par une V-J-REGION), un C-DOMAINIles CONNECTING-REGION,
TRANSMEMBRANE-REGION et INTRACYTOPLASMIC-REGION (Tde 1.2, Fig. 1.2).
Les deux chaines d’un récepteur sont le plus saueéaes entre elles par un pont disulfure

et des liaisons non covalentes.

Réceptel Chaint Domaine
TR-ALPHA BETA-1 TR-ALPHA V-ALPHA, C-ALPHA
TR-BETA-1 V-BETA. C-BETA-1
TR-ALPHA BETA-2 TR-ALPHA V-ALPHA, C-ALPHA
TR-BETA-2 V-BETA, C-BETA-2
TR-GAMMA-1 DELTA TR-GAMMA-1 V-GAMMA, C-GAMMA -1
TR-DELTA V-DELTA, C-DELTA
TR-GAMMA-2_DELTA TR-GAMMA-2 V-GAMMA, C-GAMMA -2
TR-DELTA V-DELTA, C-DELTA
TR-GAMMA-3 DELTA TR-GAMMA-3 V-GAMMA, C-GAMMA -3
TR-DELTA V-DELTA. C-DELTA
TR-GAMMA-4 DELTA TR-GAMMA-4 V-GAMMA, C-GAMMA -4
TR-DELTA V-DELTA. C-DELTA
TR-GAMMA-5 DELTA TR-GAMMA-5 V-GAMMA, C-GAMMA -5
TR-DELTA V-DELTA. C-DELTA

Table 1.2. DESCRIPTION des récepteurs, chaines ebohaines de TR des vertébrés.
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Un V-DOMAIN est une unité structurale caractéripée un repliement en sandwich beta : 9
brins beta antiparalléles (A, B, C, C’, C”, D, E,et G) sont organisés en deux feuillets (Fig.
1.4) (Lefranc and Lefranc 2001a, 2001b, Lefrancakt2003). Les feuillets ABED et
GFCC’C” sont maintenus rapprochés par un pontlflisel entre deux cystéines des brins B
et F, et par le cceur hydrophobe du domaine (LeskGirothia 1982, Chothia et al. 1998,
Pommié et al. 2004). La variabilité des IG et TRessentiellement localisée au niveau de 3
boucles structurales de leurs V-DOMAINSs, impliquéess la reconnaissance des antigénes
(Fig. 1.4 et 1.5) ; ces boucles sont nommées ChRgtementarity determining region), et
relient respectivement les brins BC (CDR1), C@CTR2) et FG (CDR3).

ol
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Figure 1.4. Structure 3D et représentation schémaiiue des V-DOMAINs et C-DOMAINs des IG et TR
(extrait de Lefranc and Lefranc 2001a, 2001b, Lefrat al. 2005b, Publication 1). Les V-DOMAINs et C
DOMAINs sont constitués de 2 feuillets ; le pordudiure entre les brins B et F est impliqué dannidéntien de
la structure de ces domaines.
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VH V-KAFFA

CH1 C-KAPPA

chaine L-KAPFRA

chaihe WH-CH1

Figure 1.5. CDR-IMGT et reconnaissance de l'antigem par les IG. Structure 3D d'un homodimére de
récepteurs FAB-GAMMA-1_KAPPA d&lus musculusen interaction avec la protéine de la capsidevidis
HIV-1 (en jaune) (IMGT/3Dstructure-DB 1lafv, Kaas &t 2004). Les CDR-IMGT du domaine VH sont
représentés en rouge (CDR1), orange (CDR2) ett{@IBPR3) ; les CDR-IMGT du domaine V-KAPPA sont
représentés en bleu (CDR1), vert clair (CDR2) et femcé (CDR3).

La variabilité des V-DOMAINs des IG et TR proviede la combinaison aléatoire de
V-GENE, (D-GENE) et J-GENE (Lefranc and Lefranc 2802001b), de mécanismes d’ajout
de N-nucléotides et de P-nucléotides lors desaggements de 'ADN de la lignée germinale
(Alt and Baltimore 1982, Landau et al. 1984), dtygpermutations somatiques dans le cas des
IG (Gearhart et al. 1981, Lieber 2000).

Un C-DOMAIN est une unité structurale caractéripée un repliement en sandwich beta,
constitués de 7 brins beta antiparalléles (A, BDCE, F et G) organisés en deux feuillets
(ABE et GFCD ou ABED et GFC, le brin D pouvant ageair a I'un ou l'autre des feuillets,
Lefranc and Lefranc 2001a, 2001b, Lefranc et abD5B0Q Publication 1) (Fig. 1.4). Les
C-DOMAINs ont une topologie et une structure tridmsionnelle similaire & ceux des
V-DOMAINSs, mais ils sont dépourvus des brins CC&t; ces domaines étaient initiallement
désignés sous le terme commun de domaines derntyparnioglobulin (Williams and Barclay
1988, Bork et al. 1994). Les deux feuillets sonintgaus par un pont disulfure entre les brins
B et F, caractéristique commune aux V-DOMAINs dbOMAINSs.

1.2.2 NUMEROTATION des V-DOMAINs et C-DOMAINSs

La numérotation unique des V-DOMAINs (Lefranc et2003) a été établie par alignement

multiple de plus de 5000 séquences protéiques €tl@e TR de vertébrés ; un numeéro est
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attribué a chaque position des séquences aligii&stte numeérotation est unique car elle
s'applique quel que soit le type de récepteurype tde chaine et I'espéce, et n’est donc pas
modifiée lors de I'ajout de nouvelles séquencess taractéristiques de séquence et de

structure peuvent donc étre décrites par un idantifinique et stable.

Les caractéristiques de séquence des V-DOMAINs sienix cystéines conservées en
positions 23 (1st-CYS) et 104 (2nd-CYS) (impliquéess le pont disulfure caractéristique
des V-DOMAINS), un tryptophane en position 41 (CRYED-TRP) et un acide aminé
hydrophobe en position 89. Les caractéristiquestdesture correspondent aux positions de
début et de fin des brins (FR-IMGT) et des CDR (CIM&T) ; la définition de leur longueur
se base sur la longueur maximale observée au ssisé@tjuences alignées. Chaque position
est donc associée a une localisation structurapambis a une propriété physico-chimique.
Ces relations sont visualisées sous forme de Coltie Perles (Ruiz and Lefranc 2002) pour
chaque séquence de V-DOMAIN (Fig. 1.6) ; cette ésentation indique la topologie du
domaine (1D) et son organisation sur deux feuill2B).

La numérotation unique des V-DOMAINs permet d'uretpde décrire les mutations, le
polymorphisme allélique et les hypermutations sagonas de facon standardisée, mais

également de visualiser la topologie d’'un domaméabsence de structure 3D.

La numérotation unique des C-DOMAINs a été étapdie I'alignement de séquences de C-
DOMAINs et de V-DOMAINs, et par lidentification d&2 positions structuralement
équivalentes : 1-15 (A-STRAND), 16-26 (B-STRAND)9-85 (C-STRAND), 77-84 (D-
STRAND), 85-96 (E-STRAND), 97-104 (F-STRAND) et 1188 (G-STRAND) (Lefranc et
al. 2005b, Publication 1)

Les principales caractéristiques de séquence d2OKBAINs sont deux cystéines conservées
en positions 23 et 104 (impliquées dans le pontlfdice caractéristique des V-DOMAINs et
C-DOMAINS), et deux acides aminés hydrophobes esitipas 41 et 89. Les caractéristiques
de structure des C-DOMAINs correspondent aux pmsstide début et de fin des brins (A, B,
C, CD, D, E, F, G), des boucles (BC, FG), et dasles (AB, DE, EF). Le brin transversal
CD constitue la principale différence structurahére les C-DOMAINSs et les V-DOMAINS.
Les zones d’insertions privilégiées au sein des@VIAINs comprennent la boucle FG, les
coudes AB, DE, EF, et le brin transversal CD ; depositions sont décrites par des
identifiants spécifiques, de telle sorte gaetaille variable de ces zones n’affecte pas la
numeérotation des C-DOMAINs. Ces positions additellas sont : 1.1-1.9 a I'extrémité N-
terminale du C-DOMAIN, 15.1-15.3 (AB-TURN), 45.1-95(CD-STRAND), 84.1-84.7 et
85.7-85.1 (DE-TURN), 96.1-96.2 (EF-TURN), 111.1-6 &t 112.6-112.1 (FG-LOOP).
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La numérotation unique des C-DOMAINs permet de id&cles mutations et les sites
d’interaction protéine-ligand de facon standardisé@ représentation des séquences de
C-DOMAINSs sous forme de Colliers de Perles (Ruid &efranc 2002) indique la topologie
du domaine (1D) et son organisation sur deux ®&sil{2D) (Fig. 1.7), en I'absence ou non de

structure 3D.
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Figure 1.6. Colliers de Perles IMGT de V-DOMAINSs su un plan et deux plans.(A) Domaine V-LAMBDA
d'une chaine L-LAMBDA deMus musculugiIMGT/3D-structure-DB 1a6u), représenté sur udeix plans ; les
CDR-IMGT sont représentés en bleu (CDR1), verrdl@DR2) et vert foncé (CDR3). (B) Domaine V-BETA
d'une chaine TR-BETA-1 ¢Homo sapiengIMGT/3D-structure-DB loga), représenté sur udaix plans ; les
CDR-IMGT sont représentés en rouge (CDR1), orangPR2) et violet (CDR3). Les acides aminés
hydrophobes (correspondant a une valeur positivéimiice d’hydropathie, Kyte and Doolitle 1982) ks
résidus Tryptophane présents dans plus de 50%édgsces alignées sont représentées en bleu. sidasé
Proline sont représentés en jaune. Les positiolimsitEnt les CDR-IMGT sont représentées par desésarces
positions appartiennent aux FR-IMGT. Les positibashurées correspondent a des positions non o ppée
rapport a la numérotation unique. Les fleches ineli I'orientation des brins et leurs labels.
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Figure 1.7. Colliers de Perles IMGT de C-DOMAINs suun plan et deux plans(extrait de Lefranc et al.
2005b, Publication 1). (A) Domaine CH1 d'une chalHeGAMMA-1 d’'Homo sapiens(IMGT/LIGM-

DB J00228), représenté sur un et deux plans. (Bhddwe C-KAPPA d'une chaine L-KAPPAbmo sapiens
(IMGT/3D-structure-DB J00241), représenté sur un dgux plans. Les acides aminés hydrophobes
(correspondant a une valeur positive de lindicéiydropathie, Kyte and Doolitle 1982) et les résidus
Tryptophane présents dans plus de 50% des séqualimeses sont représentées en bleu. Les résidlisdr
sont représentés en jaune. Les positions 26, 3Defl@18 sont représentées par des carrés par tgimalvec

les positions correspondantes dans les V-DOMAINS. fhositions hachurées correspondent a des pa@sitam

occupées par rapport anamérotation unique. Les fleches indiquent I'oréioin des brins et leurs labels.
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1.3 MHC-I et MHC-Il : DESCRIPTION et NUMEROTATION

Les protéines MHC-I et MHC-II qui présentent deptiies endogénes et exogenes aux
cellules T appartiennent au MHC-I classique (MHETda au MHC-II classique (MHC-lla).
Le MHC-la comprend les sous-classes de protéinea-AL HLA-B et HLA-C chez
’lhomme, et les sous-classes H2-D, H2-K et H2-Lzcleesouris ; le MHC-lla comprend les
sous-classes HLA-DP, HLA-DQ et HLA-DR chez 'homnet,les sous-classes H2-A, H2-E
et H2-P (non productive) chez la souris. Les valessemblage des protéines MHC-la et
MHC-lla et des peptides (respectivement endogenesagienes) sont distinctes, tant par leur
localisation cellulaire que par les protéines chapes qu’elles impliquent (Duprat and
Lefranc, IMGT Education MhcSF, http://imgt.cinek.ftes protéines MHC-I non classiques
(MHC-Ib) sont assemblées avec des peptides issuka dbégradation protéolytique des
protéines MHC-la ; les protéines MHC-II non clasgg (MHC-1Ib) ne présentent pas de
peptides aux cellules T. Le MHC-Ib comprend lesssdasses HLA-E, HLA-F et HLA-G
chez 'lhomme, et les sous-classes H2-Q, H2-T eiH&ez la souris ; le MHC-1Ib comprend
les sous-classes HLA-DM et HLA-DO chez 'lhomme, BIRt et H2-DO chez la souris.

Il existe 11 sous-classes de MHC chez 'lhomme et ¢a souris : 3 MHC-la, 3 MHC-lla, 3
MHC-Ib et 2 MHC-IlIb. Ces protéines sont codées ya famille multigénique localisée sur
le bras court du chromosome 6 chez 'lhomme et Ez ¢h souris ; cette région est la plus
dense en genes au sein du génome humain (The Mii@rsgng consortium 1999, Horton et
al. 2004). Les genes MHC-la et MHC-lla sont canae#s par leur polymorphisme

intraspécifique.
1.3.1 DESCRIPTION des récepteurs, chaines et domaines géiques

Les protéines MHC-I sont constituées de deux ckaprmdypeptidiques liées de fagon non
covalente : une chaine lourde transmembranairedLAH) et la chaine légere de la beta2-
microglobuline (B2M) ; ce récepteur est nommé MHELPHA B2M. La liaison non
covalente des chaines I-ALPHA et B2M est nécessali@ssemblage peptide/MHC-I (Boyd
et al. 1992), a la stabilisation de la conformationcomplexe (Solheim et al. 1995) et a son
expression a la surface cellulaire (Williams et1&i89) ; I'échange de B2M intraspécifique et
interspécifique a la surface cellulaire semble trgghénomeéne courant, mis en évideince
vitro (Bernabeu et al. 1984).

La chaine lourde I-ALPHA est constituée de deux GMAINs (G-ALPHAL [D1] et G-
ALPHA2 [D2]), d'un C-LIKE-DOMAIN [D3] et des régios: CONNECTING-REGION,
TRANSMEMBRANE-REGION, INTRACYTOPLASMIC-REGION (Fig.1.8 et 1.9,
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Annexe 3) ; [D1], [D2] et [D3] désignent les domesnet leurs positions en partant de
I'extrémité N-terminale de la chaine polypeptidig@®acun de ces domaines est lié de fagon
non covalente avec la chaine B2M ; Collins et 396) ont néanmoins mis en évidence que
la déletionin vitro du C-LIKE-DOMAIN d’'une chaine I-ALPHA n’affecte gasa capacité de
liaison a la B2M ; la structure et la fonction de recepteur sont identiques a celles d’un
récepteur MHC-I-ALPHA_B2M.

Les protéines MHC-II sont des hétérodimeres caregtile deux chaines transmembranaires
[I-ALPHA et II-BETA ; ce récepteur est nommé MHCGALPHA BETA. Chaque chaine
lourde de protéine MHC-II est constituée d'un G-DAIM (G-ALPHA [D1] pour la chaine
[I-ALPHA, G-BETA [D1] pour la chaine II-BETA) et din C-LIKE-DOMAIN [D2] (Fig.

1.8, Annexe 3) ; cette organisation modulaire ermpéoute interaction des protéines MHC-II
avec la B2M (Fig. 1.9).

A DOMAINES G-ALPHAL [D11 G-ALPHAZ [021 C-LIKE [O3]
I a0 I oz I 9z I
I-ALPHA
EXONS | Exz |  E¥3 | Exd | ERS|8|7]
B DOMAINES G-fLPHA [011 C-LIKE [DZ]
I g I ad |
II-ALPHA
EXONS Ex1 Exz | Ex3 | Exd4 |
C DOMAINES G-BETA [D11 C-LIKE [DZ]
I a0 I o |
II-BETA
EXONS | iz | E®3 | Exd |5|6
[ ] C-LIKE-DOMAIM ] TRAMSMEMERAME-REGION

1 G-00MAIN [ CONMECTING-REGION [ IWTRACYTOPLASMIC-REGION

Figure 1.8. Correspondance entre les domaines eslexons pour MHC-I et MHC-II (extrait de Lefranc et
al. 2005c, Publication 2JA) Domaines de la chaine I-ALPHA de la protéine ®HHHLA-A d’Homo sapiens
(EMBL/GenBanj/DDBJ K02883). (B) Domaines de la ct@aill-ALPHA de la protéine MHC-Il HLA-DRA
d’'Homo sapiengJ00203, J00204). Le domaine G-ALPHA (84 acideinés) est codé par I'extrémité 3’ de
EX1 (2 codons) et par EX2 (82 codons). (C) Domathea chaine 1I-BETA de la protéine MHC-Il HLA-DRB
d’Homo sapien$AL137064). La longueur des domaines est indiggreaombre d’acides aminés. Hughes et Nei
(1993) ont proposé un modeéle de I'origine des pmeMHC-1 et MHC-II, basé sur I'hypothése de l@mbrité
évolutive des chaines II-ALPHA et II-BETA (Annexg 4
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Figure 1.9. Représentation schématique et structur8D des protéines MHC-I et MHC-II, en interaction

ou non avec un TR.(A) Représentation schématique des protéines MIAOMHC-II a la surface d’'une cellule
cible. (B) Structure 3D de protéines MHC-I et MHIC4n interaction avec un TR. Les structures 3D
correspondent aux récepteurs MHC-I-ALPHA B2M et ARPHA BETA-2 en interaction
(IMGT/3Dstructure-DB loga, a gauche), et MHC-II-AHR BETA et TR-ALPHA_BETA-1 en interaction
(1j8h, a droite). Le nom des chaines est indiquegras. Les peptides localisés dans le sillon detipes
MHC-1 et MHC-II sont représentés en jauif€) Vue supérieure du sillon des protéines MHC-péiche) et
MHC-II (a droite) présentant des peptides (IMGT/8Dsture-DB loga et 1j8h). Les chaines latérales de
peptides sont représentées par des sphéres.
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Un G-DOMAIN est constitué d’un feuillet de quatnens beta antiparalleles (A, B, C et D) et
d’'une longue hélice alpha. Les deux G-DOMAINs désepteurs MHC-I-ALPHA_B2M et
MHC-II-ALPHA_BETA forment un sillon, qui correspondu site de liaison des peptides
(Fig. 1.9). Les hélices et les brins de ces G-DONRIconstituent respectivement les
«murs » et le « plancher » du sillon ; les 8 bbeta forment en effet un feuillet. Le sillon
des protéines MHC-I et MHC-II differe par la distenséparant les extrémités des deux
hélices, qui conditionne la taille des peptidesspnéés (respectivement 8-10 et 10-15 acides
aminés, Fig. 1.9). Les G-DOMAINs des protéines MH&-MHC-II interagissent avec les
domaines V-ALPHA et V-BETA des TR lors de la prés¢ion des peptides. Les domaines
G-ALPHA2 et G-BETA sont caractérisés par un posutiure entre le brin A et I'hélice ;
cette liaison est nécessaire au maintien de latsteidu sillon (Saper et al. 1991).

1.3.2 NUMEROTATION des G-DOMAINs

La numérotation unique des G-DOMAINSs a été étgidieune combinaison d’alignements de
séquences et de structures 3D des domaines G-ALRPBAL G-ALPHA2 [D2], G-ALPHA
[D1] et G-BETA [D1] de chaines I-ALPHA, 1I-ALPHA €i-BETA ; la faible similarité des
séquences de ces domaines a nécessité la misacerdpiine procédure particuliére, détaillée
dans le chapitre 3. Cette numérotation est unigue us les G-DOMAINS, quels que soient

le type de récepteur, le type de chaine et I'esfiéafeanc et al. 2005c¢, Publication 2).

Les caractéristiques de structure des G-DOMAINsespondent aux positions de début et de
fin des brins (A-STRAND, B-STRAND, C-STRAND, D-STRID) et de I'hélice (HELIX).
Deux cyctéines sont conservées au sein des domawdsPHA2 [D2] et G-BETA [D1], et
sont impliquées dans un pont disulfure qui rappeddtélice du plancher du sillon : CYS-11
(A-STRAND) et CYS-74 (HELIX). Différents sites potiels de glycosylation sont décrits :
ASN-15 (A-STRAND) pour G-BETA [D1], et ASN-86 (HEK) pour G-ALPHA1 [D1],
G-ALPHA [D1], et G-ALPHA2 [D2] deMus musculus

Des positions additionnelles sont spécifiques d&oh type de G-DOMAIN et correspondent

a des caractéristiques structurales locales :

* 7A (A-STRAND) décrit un bulge au niveau du brin A domaines G-ALPHA [D1]

e 49.1-49.4 sont spécifiques de certains domainesEGAB[D1], pour lesquels la région
charniére entre le brin D et I'hélice est plus leagjue pour les autres G-DOMAINs

* 61A et 72A (HELIX) décrivent deux cassures de iteldes domaines G-ALPHA2 [D2]
et G-BETA [D1]
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* 61B (HELIX) est spécifique des domaines G-BETA [[¥&] 'exception de celui de la
chaine II-BETA de la protéine H2-A), pour lesquielsassure décrite en 61A s’étend sur
deux acides aminés.

e 92A (HELIX) décrit le dernier acide aminé de camsmadomaines G-ALPHA [D1].

Les G-DOMAINSs des protéines MHC-1 et MHC-I1I sonprésentés sous forme de Colliers de
Perles sur un plan (Fig. 1.10).
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Figure 1.10. Colliers de Perles IMGT de G-DOMAINs(extrait de Lefranc et al. 2005c, Publication 2).
Domaines G-ALPHAL [D1] et G-ALPHA2 [D2] d’une cha-ALPHA (A) d’Homo sapiengHLA-B*0702) et
(B) de Mus musculugH2-K1*01). Domaines G-ALPHA [D1] et G-BETA [D1]alchaines II-ALPHA et II-
BETA (C) dHomo sapiengHLA-DQA1*0501/HLA-DQB1*0301) et (D) deMus musculugH2-AA*02/H2-
AB*02). Les résidus Proline et les sites potentildsN-glycosylation_(NX-S/T) sont représentés respectivement
en jaune et vert. Les positions hachurées correlgmira des positions manquantes par rapport anténodation
unique. L'extrémité N-terminale des peptides li@snaveau du sillon de ces domaines serait locabsgauche
sur cette représentation. [D3] indique la positienC-LIKE-DOMAIN dans la chaine I-ALPHA ;.[D2] indue

la position du C-LIKE-DOMAIN dans les chaines II-RHA et [I-BETA. La spécificité allélique des pratés
MHC-| est localisée au niveau des acides aminédardent le sillon (Matsumura et al. 1992) ; cesitns
bordent également le sillon au niveau de cettessgmitation sous forme de Colliers de Perles.
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CHAPITRE 2
Les superfamilles IgSF et MhcSF

Comme nous l'avons vu dans le chapitre précédestrégles de standardisation issues
d'IMGT-ONTOLOGY assurent la description de I'orgaaiion modulaire des récepteurs et
chaines des IG, TR et MHC ; trois familles struakels de domaines protéiques sont définies :
V-DOMAIN, C-DOMAIN et G-DOMAIN. Des domaines de stture similaire ont été
identifiés au sein de protéines autres que lesTs et MHC, impliquées dans une grande
variété de processus biologiques, appartenant nlancystéme immunitaire ; ces domaines
sont nommeés V-LIKE-DOMAINSs, C-LIKE-DOMAINs et G-LIE-DOMAINS.

Nous définissons dans ce chapitre deux superfandie protéines : la superfamille des
immunoglobulines (IgSF) et la superfamille du MH@hCSF) ; nous mettons en évidence la
diversité fonctionnelle des protéines qui les cosemd, et nous démontrons que les regles de
standardisation des IG, TR et MHC présentées daokdpitre précédent sont appliquables a
I'ensemble des protéines de ces superfamilles.chesctéristiques de séquence, de structure

et de fonction des protéines d’'une méme superfampdluvent dorénavant étre comparées.
2.1 La superfamille des immunoglobulines (IgSF)

Cette superfamille regroupe les IG et TR, et leggines comprenant au moins un V-LIKE-
DOMAIN ou C-LIKE-DOMAIN. Alors que les IG et TR sorspécifiques des vertébrés a
machoire, les autres protéines de cette superfarsdht observées chez les vertébrés et
invertébrés, chez les virus, les champignons eplastes (Halaby and Mornon 1998, Du
Pasquier 2001). Ces protéines sont essentiellemmgiguées dans le systeme immunitaire
(MHC-1, MHC-II, B2M, famille des Fc récepteurs, fdlm des protéines KIR) ou plus
généralement dans des fonctions de structure ehé&on cellulaire (CEACAM1, MOG,
MPZ, VCAM1) (Duprat and Lefranc, IMGT Education gShttp://imgt.cines.fr).

Nous avons montré a partir de quelques exemples lguaumeérotation unique des
V-DOMAINSs et des C-DOMAINs des IG et TR s’appliqoespectivement a tout V-LIKE-
DOMAIN et a tout C-LIKE-DOMAIN (Duprat et al. 2004.efranc et al. 2005b, Publications
1 et 3). Les brins beta antiparalléles des V-LIKBNDAINs correspondent aux FR-IMGT
décrits pour les V-DOMAINs. Des positions additietles 46A-C, 47A-B et 84A-C sont
requises pour certains domaines, mais la numésatatique est préservée. Les Colliers de

Perles (Fig. 2.1 et 2.2) mettent en évidence lesct&ristiques de séquence et de structure des
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V-LIKE-DOMAINSs et C-LIKE-DOMAINSs. Cette standardisan nous a €galement permis de

décrire le polymorphisme alléliqgue du gene FCGRBR®interactions protéine-ligand de ce

Fc récepteur (Bertrand et al. 2004, Publication 4).

Figure 2.1. Colliers de Perles de V-LIKE-DOMAINs su un plan et deux plans(extrait de Duprat et al.

2004, Publication 3). (AlHomo sapien$10G [D]. (B) Homo sapien€EACAML1 [D1]. (C)Homo sapien$PZ

[D] ; le V-LIKE-DOMAIN de MPZ présente deux insestis additionnelles (46A et 84A) localisées au nivea

I'apex de C'C”-TURN et DE-TURN, et qui ne perturitedonc pas 'architecture globale du domaine.
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2.2 La superfamille du MHC (MhcSF)

Cette superfamille regroupe les protéines MHC-Me&LC-lI, et les protéines dont la chaine
lourde comprend deux G-LIKE-DOMAINs (MHC-I-like). €8 domaines sont nommés
respectivement G-ALPHAL1-LIKE [D1] et G-ALPHA2-LIKED2] ; un C-LIKE-DOMAIN
[D3] est présent ou non. Cette organisation mockilast similaire a celle des chaines
MHC-I-ALPHA ; la chaine lourde des protéines MHG@ke est par conséquent désignée par
MHC-I-ALPHA-LIKE. De facon étonnante, aucune proiide type MHC-II-like (c’est-a-
dire constituée de deux chaines comportant chascur@-LIKE-DOMAIN) n’'a été identifiée

a ce jour (Maenaka and Jones 1999, Strong 200@)chaines MHC-I-ALPHA-LIKE sont
liées ou non a la chaine de la beta2-microglobu(iB2M) ; les protéines MHC-I-like
constituées uniguement d’'une chaine protéique smméctement repliées et exprimées a la
surface cellulaire. Nous avons classé ces protéames8 types de récepteurs selon

I'organisation modulaire de leur chaine lourdeeert lfonction (Fig. 2.3, Annexes 3 et 5) :

AZGP1. La chaine lourde comprend un C-LIKE-DOMAIN [D3] est pas liée a la B2M.
Cette protéine (AZGP1 chdézomo sapiensMus musculugt Rattus norvegicysse lie a des
dérivés lipidiques et régule la dégradation dedexcgras dans les adipocytes (Sanchez et al.
1999).

CD1. La chaine lourde comprend un C-LIKE-DOMAIN [D3] st lie a la B2M. Ces
protéines (CD1A, CD1B, CD1C, CD1D, CD1E chelomo sapiensCD1D1 chezMus
musculuset Rattus norvegicysprésentent des phospholipides aux TR alpha-liegarama-
delta et induisent une réponse immunitaire corgee dathogénes microbiens (Zeng et al.
1997).

EPCR. La chaine lourde ne comporte pas de C-LIKE-DOMADS] et n’est pas liée a la
B2M. Cette protéine (EPCR chétomo sapiensMus musculugt Bos tauru} interagit avec
des dérivés lipidiques et les protéines C activ@esion, et est impliguée dans la voie de

coagulation du sang (Simmonds and Lane 1999).

FCGRT. La chaine lourde est constituée d’'un C-LIKE-DOMA|DN3] et se lie a la B2M.
Cette protéine (FCGRT chéfomo sapiensMus musculusRattus norvegicust Bos tauru}
transporte les immunoglobulines a travers le plEcehgouverne I'immunité néonatale (West

and Bjorkman 2000) ; elle reconnait spécifiguenesidomaines CH2 et CH3 des IgG.

HFE. La chaine lourde est constituée d’'un C-LIKE-DOMA]D3] et se lie a la B2M. Cette

protéine (HFE cheHHomo sapiendMlus musculuset Rattus norvegicysinteragit avec le
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Figure 2.3. Diversité d’organisation modulaire et @ ligand au sein de la MhcSFLa chaine lourde des
protéines de la MhcSF comprend au moins deux G-HIKEMAINs (G-ALPHAL-LIKE [D1] et G-ALPHA2-
LIKE [D2]). (A) Homo sapien®ZGP1 lié a un dérivé lipidique (IMGT/3DstructuBB 1t7v) ; la chaine lourde
des protéines AZGP1 comprend un C-LIKE-DOMAIN [Bf]n’est pas liée a la B2M. (BJomo sapien€D1A

lié & un dérivé lipidique (1xz0) ; la chaine lourtks protéines CD1 comprend un C-LIKE-DOMAIN [D3]est
liée de facon non covalente a la B2M. @mo sapien&PCR lié a un phospholipide (1lgv) ; la chainerdieu
des protéines EPCR ne comprend pas de C-LIKE-DOMJBIB] et n'est pas liée a la B2M. (b)omo sapiens
HFE lié au récepteur a la transferrine TfR1 (1ddd)chaine lourde des protéines HFE comprend WiKE-
DOMAIN [D3] et est liée a la B2M. (HRattus norvegicusCGRT lié aux domaines CH2 et CH3 d’une chaine
H-GAMMA (1frt) ; la chaine lourde des protéines FRGcomprend un C-LIKE-DOMAIN [D3] et est liée a la
B2M. (F) Homo sapien$/ICA lié au récepteur NKG2D inhibiteur des cellsldK (1hyr) ; la chaine lourde des
protéines MIC comprend un C-LIKE-DOMAIN [D3] et rsepas liée a la B2M. (GJomo sapienRAET1N lié

a NKG2D (1kcg) ; la chaine lourde des protéines RwEcomprend pas de de C-LIKE-DOMAIN [D3] et n'est
pas liée a la B2M. Les ligands protéiques et lgpieis sont représentés respectivement en jaunarejeor
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récepteur a la transferrine TfR1, et prend path@éostase du fer en régulant son transport

a travers les membranes cellulaires (Feder eBaB)1

MIC. La chaine lourde est constituée d'un C-LIKE-DOMAIN3] et n’est pas liée a la
B2M. L'expression de ces protéines (MICA et MICBeglHomo sapiensest induite par le
stress lié aux tumeurs et infections virales ; lenieraction avec le récepteur NKG2D
activateur des cellules NK assure la reconnaissantze destruction des cellules infectées et

tumorales par le systeme immunitaire (Holmes €2@02, Frigoul and Lefranc 2005).

MR1. La chaine lourde est constituée d’'un C-LIKE-DOMA|ID3] et se lie a la B2M. La
fonction de cette protéine (MR1 chelbmo sapiensMus musculugt Rattus norvegicysest

actuellement inconnue (Miley et al. 2003).

RAE. La chaine lourde ne comporte pas de C-LIKE-DOMADS] et n'est pas liée a la
B2M. L'expression de ces protéines (RAET1E, RAETRAET1I, RAET1L, RAET1N chez
Homo sapiensRAE1B et RAE1G cheMus musculugt Rattus norvegicysest induite par
I'acide rétinoique ; ces protéines stimulent ladmaiion de cytokine/chemokine et I'activité

cytotoxique des cellules NK, par leur interactime@le récepteur NKG2D (Li et al. 2002).

Ces protéines sont caractérisées par une hétéittgdedocalisations cellulaires et de voies
d’expression, de ligands et de zones d’'interact&inde fonctions appartenant ou non au
systeme immunitaire (Duprat and Lefranc, IMGT EdiscaMhcSF) ; les protéines MHC-I-
like ne présentent pas de peptide aux TR. Cesipest€omposent une méme superfamille
structurale mais different néanmoins par la distamai sépare les hélices de leurs G-LIKE-
DOMAINSs (Fig. 2.3).

Pour les protéines qui se lient constitutivemelat B2M (CD1, FCGRT, HFE et MR1), cette
interaction est nécessaire a la stabilité de lewrcture et a leur expression a la surface
cellulaire, comme dans le cas des protéines MHCdst par conséquent surprenant que les
protéines non liées a la B2M soient fonctionnellésbsence constitutive de liaison a la B2M
(AZGP1, EPCR, MIC et RAE) pourrait étre imputablaree géne stérique liée a I'orientation
de chaines latérales ou a la liaison d’'une sucreieau d’'un site N-glycosylé (Li et al.
1999), ou a des propriétés physico-chimiques inctibles avec cette interaction au niveau
des G-LIKE-DOMAINs (Li et al. 2002) ; des mécanisnde compensation assurant la
stabilité structurale de la chaine lourde en I'absede B2M sont observés (Sanchez et al.
1999, Radaev et al. 2001), mais restent en padigterminer. La prédiction de l'interaction

des protéines de la MhcSF avec la B2M, et la cohgirgion des caractéristiques de leurs
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séquences qui favorisent ou défavorisent cetteacatien constituent des enjeux biologiques

majeurs.

Nous avons montré que la numérotation unique d&OGHAINs s’applique aux G-LIKE-
DOMAINs de ces protéines (Lefranc et al. 2005c, litation 2); une unique position
additionnelle (54A) a été introduite pour numérotes G-LIKE-DOMAINs. La faible
similarité¢ des G-LIKE-DOMAINs de difféerents type® décepteurs a nécessité la mise en
place d’'une procédure particuliere, détaillee darshapitre 3. Cette numérotation est unique
pour tous les G-DOMAINs et G-LIKE-DOMAINSs, quels gsoient le type de récepteur, le
type de chaine et I'espece.

Cette standardisation permet désormais de compesecaractéristiques de séquence, de
structure et de fonction de ces domaines, pouresolgs protéines de la MhcSF ; la
représentation en Colliers de Perles constitue pelar un outil précieux (Fig. 2.4). Comme
nous le verrons par la suite, la comparaison dextistiques des protéines de la MhcSF est
essentielle afin d’appréhender et de résoudredhal@matique de classification des protéines

de cette superfamille selon leur liaison ou noa B2M.
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Figure 2.4. Colliers de Perles de G-LIKE-DOMAINSs (extrait de Lefranc et al. 2005c, Publication 2).
Domaines G-ALPHA1-LIKE [D1] et G-ALPHA2-LIKE [D2] @Wine chaine I-ALPHA-LIKE (A) dHomo
sapiens (MICA*01) et (B) de Mus musculus(CD1D1*01). Les résidus Proline et les sites piéés de
N-glycosylation (N-X-S/T) sont représentés respectient en jaune et vert. Les positions hachurées
correspondent a des positions manquantes par tagpp@mumeérotation unique. [D3] indique la positidu C-
LIKE-DOMAIN dans la chaine I-ALPHA.
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CHAPITRE 3

Standardisation et caractérisation des protéines dea MhcSF

Nous avons vu dans le chapitre précédent que ¢gesrele DESCRIPTION des IG, TR et
MHC, et de NUMEROTATION de leurs V-DOMAINs, C-DOMAI et G-DOMAINs
s’appliguent avec succes aux protéines des Ig9WheSF et a leurs V-LIKE-DOMAINS,
C-LIKE-DOMAINSs et G-LIKE-DOMAINS.

Ce chapitre présente tout d’abord la procédurenguies avons mise en place afin d’aligner les
G-DOMAINs des protéines MHC-I et MHC-Il et les GHE-DOMAINs des protéines
MHC-I-like ; cette procédure facilite I'identificain et la standardisation des G-DOMAINs et
G-LIKE-DOMAINs au sein de nouvelles protéines deMacSF. A partir de ces données
standardisées, nous caractérisons ensuite lesing®téle cette superfamille en terme de
séquence, d’évolution, et d'interactions protéigedd ; ces analyses nous permettent
egalement d’appréhender la problématique de clessiin des protéines de la MhcSF selon

leur interaction ou non avec la B2M, en identifilg® contraintes inhérentes aux données.

Nous mettons en évidence que la diversité de fomalies protéines de la MhcSF, décrite
dans le chapitre précédent, est liee a une grandesidé de séquences et d’interactions
protéigues ; nous révelons également l'antéri@vglutive de la spécialisation des protéines
de la MhcSF sur la spéciation, et |la perte pagtigél la capacité de liaison a la B2M au cours
de I'évolution de cette superfamille. Enfin, noustetminons la zone de contact potentiel
entre les G-DOMAINs et G-LIKE-DOMAINs de la MhcSE ke C-LIKE-DOMAIN de la

B2M, et concluons que les propriétés physico-chimggrequises pour linteraction avec la

B2M sont similaires quel que soit I'espéce et [getde récepteur de la MhcSF.
3.1 Procédure d’alignement des G-DOMAINSs et G-LIKE-DOMAINs

Cette procédure consiste a combiner des alignentens®quences et de structures 3D des
G-DOMAINSs des protéines MHC-I et MHC-II, et G-LIKBOMAINs des protéines MHC-I-
like (Figure 3.1). Chaque protéine MHC-I, MHC-II MHC-I-like est représentée par une ou
plusieurs séquences alléliques, nommeées « alledass ce contexte et dans la suite du texte ;
ces sequences different par au moins un acide amiu& une protéine codée par un gene

donné, dans une espéce donnée.
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Figure 3.1. Procédure d'alignement des G-DOMAINs eG-LIKE-DOMAINs. (1) Récupération des données
de séquence dans IMGT/HLA-DB (Marsh and Robinson0120 MGI (Blake et al. 2003) et
EMBL/DDBJ/Genbank (Kanz et al. 2005, Benson et2@05, Tateno et al. 2005), et des données de wteuct
dans PDB (Berman et al. 2000). (2) Description demaines protéiques. (3) Alignements multiples des
séquences et structures des G-DOMAINs et numéoatatd) Numérotation des G-LIKE-DOMAINs. Nous
utilisons le programme Fasta2 d’alignement localpd@es de séquences (Pearson and Lipman 1988) pour
identifier la séquence numérotée la plus similée@respondant au score le plus élevé) pour chdquine
considéré. (5) Obtention de la numérotation unilM&T pour les G-DOMAINs et G-LIKE-DOMAINSs ; les
séquences et structures ainsi numérotées sontsdilessespectivement dans IMGT Repertoire (Lefratnal.
2005a) et IMGT/3Dstructure-DB (Kaas et al. 2004)s lalignements multiples de séquences et de stesc3D
sont effectués respectivement par MUSCLE (Edgat. &004) et COMPARER (Sali and Blundell 1990).

3.1.1 Extraction des données

Les séquences nucléotidiques et protéiques desimestMHC-I et MHC-II sont tout d’abord
extraites de trois bases de données en fonctidewleespece: IMGT/HLA-DB (Marsh and
Robinson 2001), MGI (Blake et al. 2003) et EMBL/DDBenBank (Kanz et al. 2005,
Benson et al. 2005, Tateno et al. 2005), respeungwe pourHomo sapiensVius musculugt

Rattus norvegicusNous obtenons ainsi 767 alleles de MHC-I et 5llé&les de MHC-II
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(Annexe 5). Les structures 3D correspondant a égsesces sont extraites de la base de
données PDB (Berman et al. 2000) ; la corresporedantre les alléles et les structures 3D
disponibles est présentée en Annexe 5.

Les protéines MHC-I-like ont été identifiées aunsagil génome de nombreux vertébrés ; nous
nous limitons néanmoins dans cette étude a quspres de mammiféeres, pour lesquelles la
littérature est la plus abondantélomo sapiensMus musculusRattus norvegicugt Bos
taurus Les séquences nucléotidiques et protéiques deSimpes MHC-I-like sont extraites de
MGI (Mus musculus et EMBL/DDBJ/GenBank Homo sapiensRattus norvegicysBos
taurug. Nous obtenons ainsi 39 alleles de MHC-I-likegrités en Annexe 5. Les structures
3D correspondant a ces séquences sont extraitlsslse de données PDB ; a I'exception
des protéines MR1, la structure 3D d’au moins ur@éme de chaque type de récepteur

MHC-I-like est connue.
3.1.2 Description des domaines protéiques

La délimitation des exons de chaque gene (au nidealséquences) et la reconnaissance du
repliement en domaines (au niveau des structurgsn®bs permettent d’identifier et de
décrire les G-DOMAINs des protéines MHC-I et MHC(@-ALPHAL [D1] et G-ALPHA2
[D2] pour les MHC-I, G-ALPHA [D1] et G-BETA [D1] par les MHC-II) et les G-LIKE-
DOMAINs des protéines MHC-I-like (G-ALPHA1-LIKE [DJlet G-ALPHA2-LIKE [D2]).

3.1.3 Alignement des G-DOMAINs et numérotation

L'objectif de cette étape est d’obtenir I'alignerhemnultiple des G-DOMAINs des protéines
MHC-I et MHC-II. Alors que les séquences d’'un méiyee de G-DOMAIN (G-ALPHAL,
G-ALPHA2, G-ALPHA ou G-BETA) sont tres similairest gpeuvent étre alignées
directement, la similarité¢ des séquences de différéypes de domaines est insuffisante
(Table 3.1) ; le pourcentage d’identité de ces sages est en effet inférieur a 45%, ce qui
correspond a la «twilight zone » (Doolittle 198®st 1999). L'unité structurale de ces
domaines protéiques nous permet néanmoins de ritraachir de cette hétérogénéité de

séquence.

Nous sélectionnons tout d’'abord les structures &présentatives de chaque type de
G-DOMAIN : pour chaque sous-classe de protéine MHEMHC-II, la structure 3D dont la
résolution est la meilleure est retenue (Annexe NQus alignons successivement les

structures 3D représentatives de chaque type-EOMAIN avec celles de chacun des trois

34



G-ALPHA1 G-ALPHA1-LIKE G-ALPHA2 G-ALPHA2-LIKE G-ALPHA G-BETA

731
G-ALPHAL 46.2-94.3)
33.0 35.6
G-ALPHAL-LIKE (18.9-53.8)  (18.9-98.1)
20.6 20.0 74.2
G-ALPHAZ (17.0-25.5)  (14.2-29.3) (55.7-90.6)
19.6 18.5 33.9 35.5
G-ALPHAZ-LIKE (13.2-26.4)  (10.4-27.4) (18.9-54.7)  (16.0-96.2)
22.7 19.9 20.9 19.9 56.98
G-ALPHA (15.1-28.3)  (13.2-27.4) (16.0-26.4)  (11.3-28.3) (30.2-84.0)
G-BETA 20.6 19.8 21.9 21.1 18.2 57.1
(13.2-26.4)  (11.3-26.4) (12.3-28.3)  (12.3-30.2) (11.3-23.6) (17.9-87.7)

Table 3.1. Pourcentage d'identité des séquences ddifférents types de G-DOMAINSs. Les pourcentages
moyen, minimum et maximum d'identité sont calcu@dre les alleles de référence ou les alleles les p
fréquents de chaque protéine MHC-I, MHC-II (Anné&je a partir de I'alignement multiple IMGT. Les eals
excédant 45% (soulignées) indiquent que les doreainerespondants peuvent étre alignés en séqudrees.
séquence des domaines G-ALPHA et G-BETA de HLA-DMHC-IIb, HLA-DMA et HLA-DMB)
correspondent aux valeurs minimales de pourcentdidentité pour ces deux types de domaines
(respectivement 30.2 et 17.9). Leur pourcentageediité avec les autres séquences de leur typeatidsge
domaine est toujours inférieur a 45% ; cette sécpienrrespond a une structure 3D représentativeéest donc
pas alignée en séquence au cours de notre processus

autres types ; nous obtenons ainsi un alignemetiipheudes séquences de G-DOMAINs
correspondant a une structure 3D connue. Les ségsiatfe chaque type de domaine sont
alors alignées avec les séquences de leurs seacBID représentatives, et sont ajoutées a
'alignement multiple des G-DOMAINSs. Les positiodge I'alignement multiple sont alors
numérotées par des nombres croissants de I'ex&éMiterminale a C-terminale des
domaines ; des positions additionnelles (décritessde chapitre 1) sont définies pour les
zones d'insertion. Nous obtenons ainsi I'alignemmnidtiple et la numérotation unique des
G-DOMAINSs ; cette numérotation est identique quele soient le récepteur, la chaine, le
type de domaine et I'espéce. Les séquences ettwsgac3D numérotées sont ajoutées
respectivement dans IMGT Repertoire (Lefranc e@05a) et IMGT/3Dstructure-DB (Kaas
et al. 2004).

3.1.4 Numérotation des G-LIKE-DOMAINS

L’objectif de cette étape est d’aligner les G-LIKEDMAINs des protéines MHC-I-like avec
les G-DOMAINs des protéines MHC-I et MHC-II prédiament alignés, et d’obtenir ainsi un
unique alignement multiple et la numérotation upigdes G-DOMAINs et G-LIKE-
DOMAINs. Les domaines G-ALPHAL et G-ALPHA2 des mioes MHC-I sont les plus
similaires respectivement aux domaines G-ALPHAl{IKet G-ALPHAZ2-LIKE des
protéines MHC-I-like (Table 3.1) ; cette similar#ét cependant insuffisante pour obtenir un
alignement de qualité (pourcentage d’identité ieféra 45%) (Table 3.2). Pour un type de
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domaine (G-ALPHA1-LIKE ou G-ALPHAZ2-LIKE), les ségnees d’'un méme type de
récepteur MHC-I-like (AZGP1, CD1, EPCR, FCGRT, HRHI|C, MR1, RAE) sont tres
similaires et peuvent étre alignées directemerttrsajue la similarité des séquences de
différents types de récepteurs est insuffisant®l€ra.2). L'unité structurale de ces domaines

protéigues nous permet néanmoins de nous affradeldette hétérogénéité de séquence.

[D1] MHC-I FCGRT MR1 HFE CD1 AZGP1 MIC RAE EPCR
FCGRT  35.8 _81.6

MR1 485 40.9 94.3

HFE 43.4 37.6 _47.1 90.6

CD1 24.8 28.4 27.1 28.6 _ 623

AZGP1 41.7 40.4 38.1 43.9 29.7 _ 832

MIC 37.0 38.7 38.2 35.9 25.4 36.3 _ 929

RAE 28.7 28.5 315 31.2 23.9 30.1 34.3 _ 510

EPCR 24.0 23.6 24.5 22.6 33.0 26.2 22.6 246 780
[D2] MHC-I FCGRT MR1 HFE CD1 AZGP1 MIC RAE EPCR
FCGRT 335 _81.3

MR1 48.8 36.2 93.9

HFE 41.2 38.3 _475 88.3

CD1 29.6 32.0 32.8 31.1 __60.7

AZGP1 458 36.7 514 45.0 30.4 89.3

MIC 29.8 27.0 32.4 32.6 23.8 30.0 _ 929

RAE 28.7 28.9 315 30.3 24.0 30.6 25.1 _ 482

EPCR 28.5 30.8 29.5 28.3 32.2 26.1 18.6 224 809

Table 3.2. Pourcentage moyen d’identité des séquerzcdes domaines G-ALPHAL [D1] et G-ALPHA1-
LIKE [D1], et G-ALPHAZ2 [D2] et G-ALPHA2-LIKE [D2] d es différents types de récepteurs de la MhcSF.
Les pourcentages d'identité sont calculés entrallekes de référence ou les alléles les plus &atpude chaque
protéine MHC-I et MHC-I-like (Annexe 5), a partied'alignement multiple IMGT. Les valeurs excéddbfo
(soulignées) indiquent que les domaines correspasgeeuvent étre alignés en séquences.

Cette étape correspond a un processus itératibansidere successivement chague séquence
de protéine MHC-I-like. Pour chaque G-LIKE-DOMAIN aligner, nous identifions la
séquence numérotée la plus similaire ; I'ensemlde séquences numérotées comprend
uniqguement des G-DOMAINs lors de la premiere itérat(c’est-a-dire pour le premier
G-LIKE-DOMAIN traité) et des G-DOMAINs et G-LIKE-D®AINs dans la suite du
processus. Deux cas sont envisageés, en fonctida sienilarité de la séquence du G-LIKE-
DOMAIN avec la séquence numérotée sélectionnéesi (igur similarité est suffisante
(pourcentage d’identité supérieur a 45%), leurraigent permet de définir les positions
homologues (qui seront donc décrites par le mémeém) ; ce cas correspond a un type de
récepteur pour lequel au moins une séquence arétdaplement numérotée. (ii) si leur
similarité ne permet pas d’obtenir un alignemeabli, le G-LIKE-DOMAIN considéré est
aligné en structure avec les structures 3D reptéthess numérotées ; ce cas correspond au

traitement d’un nouveau type de récepteur, et s#eegu’une structure 3D soit connue pour
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chaque type de récepteur. Aucune structure 3D n@wtue pour le type de récepteur MR1 ;
la protéine MR1 ddomo sapiengpeut cependant étre alignée en séquence aveotkinar
HLA-A (54% d'identité), et correspond donc au c@s e processus itératif se termine
lorsque tous les G-LIKE-DOMAINs des protéines MHGkE ont été ajoutés a I'alignement
multiple des G-DOMAINSs et G-LIKE-DOMAINS.

3.1.5 Mise a jour de I'alignement et numérotation de nouelles séquences

Chaque nouvelle protéine de la MhcSF est dans emipr temps décrite en terme de
domaines ; la numérotation unique est alors appéga chaque G-DOMAIN ou G-LIKE-
DOMAIN identifié, par alignement de séquence (avacséquence numérotée la plus
similaire) ou de structure 3D (avec les structuBBsreprésentatives) selon les cas décrits
précédemment. Des positions additionnelles peudeatajoutées a la numérotation unique
des G-DOMAINs et G-LIKE-DOMAINSs ; les séquencessgtictures de G-LIKE-DOMAINs
ainsi numérotées sont ajoutées respectivement al IR&oertoire et IMGT/3DstructureDB,

et la numérotation unique est mise a jour.

3.2 Analyse position-dépendante des G-DOMAINs et G-LIKEDOMAINs

La procédure de numérotation unique des G-DOMAINSG A IKE-DOMAINS présentée
précédemment nous permet d’obtenir 806 séquendelsqats alignées de 47 protéines
MHC-I et MHC-I-like (767 alleles de 13 protéines H d’Homo sapiendvius musculugt
Rattus norvegicyset 39 alleles de 34 protéines MHC-I-likeHdmo sapiensMus musculus
Rattus norvegicuset Bos tauruy; le nombre d'alleles de chaque protéine MHC-I et
MHC-I-like est indiqué en Annexe 5. Chaque séquenomporte deux G-DOMAINs
(G-ALPHAL [D1] et G-ALPHA2 [D2]) ou G-LIKE-DOMAINsS(G-ALPHA1-LIKE [D1] et
G-ALPHA2-LIKE [D2]).

La numérotation unique des G-DOMAINs et G-LIKE-DOM\MS nous permet de décrire la
composition et la variabilité position-dépendante@lirs séquences. Pour chaque position de
ces domaines, nous représentons d'une part lagdnégude 11 groupes d’acides aminés
représentant leurs principales caractéristiquesnigbies (Fig. 3.2), et d'autre part la
variabilité associée a ces fréquences, évaluédaparesure d’entropie de Shannon (1948,
Annexe 8) (Fig. 3.3). Nous identifions ainsi pouraque type de domaine, les positions
fortement variables et les positions conservéders ajue les G-DOMAINs des protéines

MHC-| présentent une variabilité forte locaéiséur certains sites spécifiqgues au niveau des
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Figure 3.2. Fréguence position-dépendante de 11 emtéristiques chimiques des acides aminés au seiesd
G-DOMAINs et G-LIKE-DOMAINs. (A) Domaines G-ALPHAL de 767 alleles de 13 prat§idMHC-I. (B)
Domaines G-ALPHA1-LIKE de 39 alleles de 34 prot&indHC-I-like. (C) Domaines G-ALPHA2 de 767
alleles de 13 protéines MHC-I. (D) Domaines G-ALPHIIKE de 39 alleles de 34 protéines MHC-I-like.sLe
groupes d’acides aminés sont définis par IMGT (P@met al. 2004, Annexe 6). Les positions sont desri
d’'apres les régles de la numérotation unique d&OBHAINS et G-LIKE-DOMAINS. Le polymorphisme des
protéines de la MhcSF est pris en compte par la@mtion des alleles lors du calcul des fréquenpesir une
protéine qui possede alléles, un poids d#&/e est attribué a chaque séquence allélique.
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Figure 3.3. Entropie position-dépendante de 11 cac#éristiques chimiques des acides aminés au seinsde
G-DOMAINs et G-LIKE-DOMAINs. (A) Domaines G-ALPHAL de 767 alleles de 13 prat§idMHC-I. (B)
Domaines G-ALPHAL1-LIKE de 39 alleéles de 34 prot&indHC-I-like. (C) Domaines G-ALPHA2 de 767
alleles de 13 protéines MHC-I. (D) Domaines G-ALPHAIKE de 39 alléles de 34 protéines MHC-I-like.sLe
groupes d’acides aminés sont définis par IMGT (Pa@met al. 2004, Annexe 6) ; les gaps sont considéré
comme un groupe d’acides aminés additionnel pogaleul de I'entropie, détaillé en Annexe 8. Lesifions
sont décrites d’aprés les régles de la numérotatiigue des G-DOMAINSs et G-LIKE-DOMAINSs. Les valsur
d’entropie sont calculées a partir des fréquenéesitds en Fig. 3.2, et normalisées : elles somipises entre 0
(position conservée) et 1 (position totalementalas).
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brins et de I'hélice ([D1] 9, 45, 66, 69, 70, 73, B0, et G-ALPHA2 [D2] 7, 9, 24, 26, 61, 62,
66, 67, 73), la variabilit¢ des G-LIKE-DOMAINs caroe I'ensemble de leurs positions.
L’homogénéité des domaines des protéines MHC-Irefi¢tée par leur homogénéité de
fonction, tandis que I'hétérogénéité des domaines protéines MHC-I-like est liée a la
diversité fonctionnelle des 8 types de récepteurseg composent. Différentes positions sont
conservées pour ces groupes d’'acides aminés estaomaines G-ALPHA1 et G-ALPHA1-
LIKE (4, 6, 26, 28, 30, 51, 60, 67, 68, 78), G-ALRMet G-ALPHA2-LIKE (1, 4-6, 10-13,
16, 27, 30, 32, 34, 45, 52, 59, 68, 74, 78, 8288%, G-ALPHAL et G-ALPHA2 (1-5, 21, 29,
34, 39, 52, 68, 78, 88). Les positions 4, 68 es@Bt majoritairement constituées d’acides
aminés respectivement hydroxyle, basique et alighat quel que soit le type de domaine ;
leur conservation indique qu’elles pourraient émpliquées dans le maintien de la structure
des G-DOMAINs et G-LIKE-DOMAINS.

3.3 Caractéristiques évolutives

Nous avons construit la phylogénie des 47 protétleeta MhcSF afin de caractériser leurs
relations évolutives. Chaque protéine est représepar la séquence des deux G-DOMAINs
ou G-LIKE-DOMAINSs (issus de la procédure de numation unique présentée dans le
paragraphe 3.1) de l'allele le plus représenté desspopulations caucasiennes pour les
protéines humaines ou de l'allele de référence €en5). L’arbre est enraciné par la
séquence des G-DOMAINs dune protéine MHC-II (d&gprl’hypothése d’antériorité
évolutive des protéines MHC-II sur les protéines GAHprésentée en Annexe 4). L’arbre
phylogénétique obtenu est représenté en FigureeBmget en évidence deux caractéristiques
évolutives de la MhcSF.

Chaque type de récepteur définit un clade regrdufenséquences des espéces étudiées
(Homo sapiensMus musculusRattus norvegicugt Bos tauru}, ce qui laisse supposer que
les différentes fonctions des protéines de la Mhe&# apparues avant I'ancétre commun de
ces especes de mammiféres. Cette caractéristiqumledrente avec la faible similarité de
séquence des G-DOMAINs et G-LIKE-DOMAINs pour ditféats types de récepteurs
(détaillée dans le paragraphe 3.1), et est suppqré les valeurs élevées de bootstrap
obtenues pour chaque clade. L'arbre phylogénétapida MhcSF met donc en évidence
'antériorité évolutive de la spécialisation de g@stéines sur la spéciation. L’analyse des
plus proches voisins dans l'arbre phylogénétiquenpérait donc de classer les protéines de

la MhcSF selon leur fonction (ou type de récepteur)
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Figure 3.4. Arbre phylogénétigue de 47 protéines déa MhcSF. Arbre phylogénétique inféré par le
programme PHYML basé sur le maximum de vraisemlglg@uindon and Gascuel 2003), avec le modéle de
substitution WAG, enraciné avec une séquence déipeoMHC-1I Homo sapien$ILA-DM) et représenté par
NJplot (Perriere and Gouy 1996). Chaque protéimpaudjent a un type de récepteur parmi 9 (MHC-I, AAG
CD1, EPCR, FCGRT, HFE, MIC, MR1 and RAE) et a uspeee parmi 4 (Hddomo sapiensMm: Mus
musculus Rn: Rattus norvegicysBt: Bos tauru}. Les 47 alléles pris en compte sont indiqués BneXe 5. Les
lignes verticales pleines et pointillées indiquesgpectivement les types de récepteurs liés oanaB2M. Les
valeurs de bootstrap ont été estimées pour 100@atp

Les deux classes de séquences correspondant atéinpsoliées ou non a la B2M ne
constituent pas deux clades monophylétiques, mhisieprs clades non corrélés a la

phylogénie. Comme nous l'avons indiqué précédemnubiaique type de récepteur définit un
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clade ; les clades voisins peuvent correspondreesa pitotéines qui n'ont pas le méme
comportement par rapport a la B2M. Par exempleldde CD1 est le plus proche voisin du
clade EPCR, alors que les protéines CD1 se li@&M tandis que les protéines EPCR ne s’y
lient pas. Cette caractéristique peut étre expéigpar la perte partielle de la capacité de
liaison a la B2M au cours de I'évolution (a padiun ancétre commun lié a la B2M), ou par
le gain partiel de cette capacité (a partir d’'unére commun non lié a la B2M) ; différents

événements indépendants d’acquisition de cettecitapsemble cependant peu probables.
L’analyse des plus proches voisins dans l'arbrelqg@nétique serait donc inadaptée au
classement des protéines d’'un nouveau type detetgepelon leur interaction ou non a la
B2M. Lorsque le récepteur est déja connu, le probléle classification semble plus simple
car toutes les protéines d’'un méme récepteur anélme comportement vis-a-vis de la B2M.

3.4 Les interactions protéine-ligand au sein de la MhdS

A lissue de la procédure d'alignement et de nunatian des G-DOMAINs et G-LIKE-
DOMAINs, nous disposons de 186 structures 3D deMlacSF standardisées dans
IMGT/3Dstructure-DB (160 structures 3D corresporida@3 alleles de 10 protéines MHC-I,
et 26 structures 3D correspondant a 12 allelededtéines MHC-I-like) (Annexe 5).

A partir de I'analyse de ces structures 3D, nousidéns par la suite les contacts impliquant
les G-DOMAINs et G-LIKE-DOMAINs des protéines MHCdt MHC-I-like avec leurs
ligands respectifs, et en particulier avec le CEIROMAIN de la B2M. Ces liaisons sont
non covalentes, et sont considérées comme nonrgmlau polaires selon les atomes
impliqués ; une liaison polaire peut correspondeenon a une liaison hydrogene. Nous
considérons par la suite que deux résidus sonbetact si la distance entre les centres de
deux atomes (un atome de chaque résidu considériférieure a la somme de leurs rayons
de Van der Waals et du diamétre d’'une moléculeud’am contact polaire correspond a une
liaison hydrogéne si cette distance est inférieu5 A et que les angles des atomes sont

corrects (Kaas et al. 2004).
3.4.1 Diversité fonctionnelle

Les protéines de la MhcSF appartiennent a 9 tygesedepteurs (MHC-I, AZGP1, CD1,
EPCR, FCGRT, HFE, MIC, MR1 et RAE) ; comme nousdmas indiqué dans le chapitre 1,
chaque type de récepteur correspond a une fonbtaagique et a des ligands protéiques,
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peptidiques ou lipidiques distincts. Les positiales G-DOMAINs et G-LIKE-DOMAINs

impliquées dans ces contacts sont représentéeague B.5.

MHE-1/peptide
MHE-14TR
COlAlipide
EPCRAlipide
EPCR/Aptraoteine C
FCGRT /TG
HFE/transfertine

MIC/NRGZD

CRONONNNEN

RAE/MGZD

Figure 3.5. Sites des G-DOMAINs ou G-LIKE-DOMAINs ces protéines de la MhcSF en contact avec leurs
ligands. La chaine I-ALPHA des protéines MHC-I et la chali#dPHA-LIKE des types de récepteurs AZGP1,
CD1, FCGRT, HFE, MIC et MR1 comporte un C-LIKE-DONM[D3]. Les ligands interagissent avec la face
supérieure des G-DOMAINs et G-LIKE-DOMAINs. Les tacts MHC-I/peptide concernent des peptides de 8
acides aminés, et sont extraits de Kaas et al..2086 contacts des protéines MR1 et AZGP1 ne sast p
représentés.

Le sillon formé par les G-DOMAINs des protéines MiHConstitue le site de liaison de
peptides endogénes de 8 a 10 acides aminés. Cextsosont décrits suite a I'analyse des
114 structures 3D de complexes peptide/MHC-I (pMH(Kaas et al. 2005, Publication 5).
Nous avons défini onze sites de contact (C1 a Cdfl)eur correspondance avec les six
poches (A a F) des protéines MHC-I décrites dans literature d'aprés leur
conservation/polymorphisme en acides aminés (Maisanet al. 1992, Madden 1995,
Rammensee et al. 1995) ; les résidus des pochdsFAsent majoritairement conservés et
constituent les ancres des extrémités N et C-tedesndes peptides, tandis que ceux des
poches intermédiaires sont variables. Nous avofisi s sites C1 a C11 d’aprés des critéres
structuraux ; l'analyse de la variabilité de séaqeermles domaines G-ALPHAl [D1] et
G-ALPHA2 [D2] des protéines MHC-1 (Fig. 2.2 et 2.Bjvéle néanmoins une certaine

concordance. Parmi les 17 positions des domainéd ALl [D1] en contact avec les
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peptides de 8 acides aminés, 14 présentent unabiléé supérieure a la moyenne des
positions du domaine : 9 (C6), 22 (C6), 24 (C3)(@8), 62 (C1), 63 (C1), 66 (C1), 70 (C6),
73 (C10), 74 (C6), 76 (C10), 77 (C10 et C11), 8@XCet 84 (C11) ; parmi les 17 positions
des domaines G-ALPHAZ2 [D2] en contact avec lesigeptde 8 acides aminés, 10 présentent
une variabilité supérieure a la moyenne des positdu domaine : 7 (C6), 9 (C3, C4 et C6),
24 (C4 et C6), 26 (C6 et C11), 59 (C9 et C11), 6CAB), 63 (C4 et C9), 67 (C4), 73 (C1) et
77 (C1).

Les G-DOMAINSs et les peptides des complexes pMH&xHit reconnus par les domaines
V-ALPHA et V-BETA des TR ; ces contacts sont déxstiite a I'analyse des 9 structures 3D
de complexe TR/pMHC-I (Kaas et al. 2005, Publicaty) (Annexe 5). Enfin, nous avons
identifié les contacts impliquant les G-LIKE-DOMA$NJes protéines CD1, EPCR, FCGRT,
HFE, MIC et RAE, par l'analyse des 7 structures@®i3 protéines MHC-I-like en complexe
avec leurs ligands respectifs (Annexe 5). Chagpe tle récepteur est caractérisé par des sites
de contact distincts, couvrant la majorité des tims des G-LIKE-DOMAINs (Fig. 3.5) ;
cette diversité rappelle celle décrite dans le graphe 3.2 au niveau des séquences de ces

domaines.
3.4.2 B2M

Parmi les protéines de la MhcSF, seules cellesrag@mnt aux types de récepteurs MHC-I,
CD1, FCGRT et HFE sont liees a la B2M. Les pos#tiaes G-DOMAINs et G-LIKE-
DOMAINs de ces protéines et celles du C-LIKE-DOMAtE la B2M impliquées dans ces
contacts sont représentées en Figures 3.6 et 88wahees en Table 3.3 ; les caractéristiques

des liaisons atomiques impliguées dans ces cordantgiécrites en Table 3.4.

Les positions des G-DOMAINs et G-LIKE-DOMAINs impliées dans l'interaction avec le
C-LIKE-DOMAIN de la B2M different selon le type aécepteur ; ces sites d’'interaction sont
cependant chevauchant : 8 positions des domain@sRBIALl et G-ALPHA1-LIKE [D1]
(8-10, 23, 25, 27, 32 et 35), et 11 positions davanes G-ALPHA2 et G-ALPHA2-LIKE
[D2] (4, 6-8, 25-27, 29-32) sont impliquées danstéraction quel que soit le type de
récepteur. Nous définissons la zone de contactnpeteVihcSF/B2M par I'ensemble des
positions des G-DOMAINs et G-LIKE-DOMAINs de la MBE et du C-LIKE-DOMAIN de

la B2M impliquées dans l'interaction dans au maine des 171 structures 3D analysées (160
structures 3D de protéines MHC-I et 11 pour MH@k&] détaillées en Annexe 5). La

localisation des sites de contact au niveau dulKEEIDOMAIN de la B2M est globalement
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Figure 3.6. Sites des G-DOMAINs ou G-LIKE-DOMAINs ces protéines de la MhcSF en contact avec le
C-LIKE-DOMAIN de la B2M. Les sites de contact sont indiqués pour les type€depteurs liés a la B2M :
MHC-I, CD1, FCGRT et HFE ; ces positions sont entaot avec le C-LIKE-DOMAIN [D] de la B2M dans au
moins une des 171 structures 3D de complexes MB@BIF/analysées (160 structures 3D de MHC-I| et 11
structures 3D de MHC-I-like, détaillées en Annexg ba B2M interagit avec la face inférieure des
G-DOMAINSs et G-LIKE-DOMAINS.

conserveée pour les différents types de récepteaids dMhcSF, de méme que la nature des
contacts, essentiellement non polaires. Les rédigdsophobes (IVLFCMAW) constituent
30-40% des résidus des deux G-DOMAINs ou G-LIKE-D&IMs de la MhcSF, et 30-40%
des résidus de ces domaines impliqués dans I'ctteraavec la B2M ; 8-20% des résidus
hydrophobes des deux G-DOMAINs ou G-LIKE-DOMAINs:stocalisés dans cette zone de
contact. Quel que soit le type de récepteur de had#, les résidus hydrophobes sont donc
moins représentés dans la zone de contact qu'au d&s protéines compléetes, et les
interactions hydrophobes (impliquant une paireésdus hydrophobes) contribuent peu a la
liaison MhcSF/B2M. Ces observations nous laisseipipsser que les propriétés physico-
chimiques requises pour linteraction MhcSF/B2M tsemilaires quel que soit le type de

récepteur.

La B2M est une protéine non polymorphe, dont lauséqe difféere néanmoins entre les
especes. Comme nous l'avons indiqué dans le chahitte phénomene d’échange de B2M
intraspécifique et interspécifique a la surfacéutale a été décrit par Bernabeu et al. (1984) ;
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Figure 3.7. (A) Sites de la B2M en contact avec I&DOMAINs ou G-LIKE-DOMAINs des protéines de

la MhcSF et (B) variabilité interspécifique. (A) Collier de Perles sur 2 plans du C-LIKE-DOMA[R] de la
B2M ; les positions hachurées correspondent a dsgigns manquantes par rapport a la numérotatioque
des C-DOMAINs et C-LIKE-DOMAINSs, pour les 4 espéods mammiféeres étudiéesigmo sapiensMus
musculusRattus norvegicydos tauru}. Les sites de contact sont indiqués pour lesstyl@erécepteurs MhcSF
liés a la B2M : MHC-I, CD1, FCGRT et HFE ; ces sitwont en contact avec les G-DOMAINs ou G-LIKE-
DOMAINs dans au moins une des 171 structures 3Eodgplexes MhcSF/B2M analysées (160 structures 3D de
MHC-I et 11 structures 3D de MHC-I-like, détaillées Annexe 5). (B) Structure 3D d’'une chaine lourde
ALPHA (MHC-I) liée a la B2M Homo sapiensIMGT/3Dstructure-DB 1oga). La chaine I-ALPHA corapd

les domaines G-ALPHA1 [D1] (devant), G-ALPHA2 [D@u fond) et C-LIKE [D3]. Les chaines latérales des
résidus localisés dans la zone de contact sonéseptées par des sphéres ; les spheres représemtées,
jaune et rouge correspondent a des positions dsnadides aminés sont respectivement conservéablesr
mais appartenant a un méme groupe de propriétéscphghimiques (parmi ceux définis en Annexe 6 tBap
Wu et Brutlag 1995, et Pommié et al. 2004), eti¢éotent variables.

Domaire Labe Positior
G-ALPHA1 [D1]et A-STRAND 6-10, 1214
G-ALPHA1-LIKE AB-TURN 15-17
[D1] B-STRAND 19, 21, 23, 25, 27
BC-TURN 29, 30
C-STRAND 32, 34-37
D-STRAND 42, 46, 48
HELIX 87
G-ALPHA2 [D2] et A-STRAND 2-4,€-8, 1Z
G-ALPHA2-LIKE B-STRAND 21, 23, 25-27
[D2] BC-TURN 29, 30
C-STRAND  31-33
C-LIKE-DOMAIN A-STRAND 1.3,1.
[D] BC-LOOP 29, 30, 33-36
D-STRAND 80-84
DE-TURN 84.1-84.4, 85.4-85.1

Table 3.3. La zone de contact potentiel MhcSF/B2M_es positions des G-DOMAINs ou G-LIKE-DOMAINs
des protéines MHC-I, CD1, FCGRT et HFE (protéinesadMhcSF liées a la B2M) et du C-LIKE-DOMAIN de
la B2M en contact sont décrites respectivementl@anumérotation unique des G-DOMAINs et G-LIKE-
DOMAINSs, et par la numérotation unique des C-DOMAINt C-LIKE-DOMAINs. Ces positions sont en

contact dans au moins une des 171 structures 3tbuplexe MhcSF/B2M analysées (160 structures 3D de
MHC-I et 11 structures 3D de MHC-I-like, détaillées Annexe 5).
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Espéce et Hiot IMGT/ Nombre de contacts Heont Nombre de contacts
nom de la 3Dstructure atomiques MhcSF/B2M atomiques MhcSF/B2M
protéine -DB impliquant une paire de
résidus hydrophobes
Tot. Pol. Hydrog. Tot. Pol. Hydrog.

HsHLA-A 59 (31%) 1loga A 410 34 7 73B3%) 9 0 0
HsHLA-B 59 (31%) 1k5n_A 384 31 5 6(27%) 77 0O 0

HsHLA-Cw 56 (30%) 1qqd_A 412 38 6 8(36%) 102 1 0
HsHLA-E  58(31%) 1mhe A 566 29 7 8(33%) 122 O 0
MmH2-D1 58 (32%) 1wbx_A 407 40 5 7(30%) 103 1 0
MmH2-K1 58 (32%) 1k2_A 423 38 6 9(41%) 117 1 0
Mm H2-L 60 (33%) 1Id9_A 347 33 1 9(38%) 107 1 0
MmH2-Q7 58 (32%) 1k8d_A 431 41 6 9(41%) 105 1 0
MmH2-T3 60 (33%) 1nez A 381 32 3 6(30%) 55 0O 0
RNRT1-AA 58 (29%) 1kjv_A 426 52 5 8(33%) 102 2 0

Hs CD1A 68 (38%) long A 403 43 5 8(36%) 90 0 0
Hs CD1B 73 (41%)  1gzq A 399 40 6 6(26%) 72 1 0
MmCD1D1 70 (37%) 1cdl_A 373 28 1 8(38%) 100 O 0
HsFCGRT 66 (38%) lexu_A 432 37 7 9(41%) 77 2 1
RNFCGRT  68(38%) 3fru_A 381 37 7 13 (50%) 82 2 1
Hs HFE 63 (35%) 1a6z A 401 38 7 8(40%) 86 O 0

Table 3.4. Les contacts MhcSF/B2M impliquant les ®OMAINs ou G-LIKE-DOMAINs . Les contacts
atomiques sont polaires (Pol.) ou non ; les liassbydrogenes (Hydrog.) correspondent a des conpatases.
Les 4 types de récepteurs liés a la B2M sont reptés : MHC-I Homo sapien$iLA-A, HLA-B, HLA-Cw,
HLA-E, Mus musculuH2-D1, H2-K1, H2-L, H2-Q7, H2-T3 eRattus norvegicuikRT1-AA), CD1 Homo
sapiensCD1A et CD1B Mus musculu€£D1D1), FCGRT omo sapiengt Rattus norvegicyset HFE Homo
sapien$. Hy : nombre et pourcentage de résidus hydrophobdd-CWIAW) au sein des deux G-DOMAINSs ou
G-LIKE-DOMAINs de chaque protéine ;ckl:: nombre et pourcentage de résidus hydrophobesiaude la
zone de contacHs : Homo sapiensvim : Mus musculyskn: Rattus norvegicus

cette observation indique que l'interaction dedgines MHC-I et de la B2M est régie par des
propriétés physico-chimiques et structurales simnea quelle que soit I'espéce considéree.
L’échange de B2M n’a pas été décrit dans le cagpdgines MHC-I-like liées a la B2M ;
'analyse de la variabilité interspécifique du GKB-DOMAIN de la B2M (Fig. 3.7 et 3.8)
indigue néanmoins une implication mineure des ostvariables dans l'interaction avec les
protéines de la MhcSF. Parmi les 21 positions dmie de contact potentiel impliquée dans
le contact avec les G-DOMAINs et G-LIKE-DOMAINs tee MhcSF, 5 ont une composition
en acide aminé qui differe selon I'espece ([D] B3, 34, 80 et 83). Seules les positions
[D] 1.1 et 83 sont impliquées dans l'interactioregque soit le type de récepteur ; les acides
aminés observeés pour ces positions appartiennpahdant a des groupes physico-chimiques
identiques, respectivement hydrophile, large oug@set hydrophobe ou large. Les positions
[D] 34 et 80 comportent des acides aminés donptepriétés physico-chimiques different
selon l'espece ; néanmoins, [D] 34 n'est pas inydiglans l'interaction dans le cas des

protéines HFE, et [D] 80 est impliqguée uniquememtsle cas des protéines MHC-I.
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Figure 3.8. Variabilité interspécifique du C-LIKE-D OMAIN [D] de la B2M. La fréquence des 20 acides aminés est indiquéegbague position de I'alignement des
C-LIKE-DOMAINSs [D] de B2M d’Homo sapiensMus musculusRattus norvegicustBos taurus ces positions sont décrites par la numérotatiique des C-DOMAINSs et
C-LIKE-DOMAINSs. Les positions pour lesquelles aueuinéquence n'est représentée correspondent aasitops manquantes (ou gaps) par rapport a la roiat®n
unique, pour les 4 espéces étudiées. La zone dectqotentiel (encadrée en noir) comprend lestipasi: 1.3 (1), 1.1 (acides aminés hydrophileggéa et basiqueHs R,
Mm K, RnK, Bt R), 29 (H), 30 (P), 33 (neutreds S,Mm P,Rn P, Bt P), 34 s D, Mm H, RnQ, Bt Q), 35 (l), 36 (E), 80Hs H, Mm M, RnH, Bt Q), 81 (S), 82 (D), 83
(hydrophobe et largeHs L, Mm M, Rn M, Bt L), 84 (S), 84.1-84.4 (FSKD), 85.4-85.1 (WSFY)riRaces sites, les positions 1.1, 33, 34, 80 ghi@3entent une spécificité
d’'espéce en terme d’acides aminés ; les acideséandies positions 1.1, 33 et 83 correspondent d&mengroupe d’acides aminés parmi ceux définis emeRa 6 (Wu and
Brutlag 1995, Pommié et al. 2004).
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CHAPITRE 4

Classification fonctionnelle de familles protéiques

Nous avons décrit préecédemment les caractéristigeeséquence et de structure des 47
protéines MHC-1 et MHC-I-like, comportant deux G-DAINs ou G-LIKE-DOMAINS ; ces
protéines correspondent a 4 espéces et a 9 typescelgteurs, et sont représentées par 806
alleles. Notre objectif est dorénavant de classerprotéines de la MhcSF selon qu’elles se
lient ou non a la B2M et de déterminer les propsgthysico-chimiques qui, observées a une
position donnée des G-DOMAINs et G-LIKE-DOMAINSs,vtaisent ou défavorisent cette
interaction ; I'analyse des contacts MhcSF/B2M enéSe dans le chapitre 3 nous laisse en
effet supposer que les propriétés physico-chimiqweglises pour cette interaction sont

similaires quel que soit le type de récepteurestdéce considérée.

Les méthodes de classification automatique de densént apparues avec lI'expansion de
linformatique et la nécessité de gérer des volunmegortants de données de structure
complexe. La classification non supervisée de desiméest basée sur aucune connaissance a
priori de leur structure, et consiste a identifles classes sous-jacentes c’est-a-dire a
déterminer le découpage optimal des données eseslag\u contraire, la classification
supervisée consiste a apprendre une fonction dsifitation a partir d’'un échantillon de
données (nommé échantillon d’apprentissage) dordélmupage en classes est connu a
priori ; cette fonction permet alors de classepaw#tiquement de nouvelles observations. La
classification fonctionnelle de familles protéiquesnstitue une application de ces
techniques ; chaque classe correspond a un ensafeblerotéines partageant la méme

fonction et/ou les mémes interactions protéineriya

Nous présentons tout d’abord le principe des méhatk classification non supervisée et
guelques unes de leurs applications a la classdicdonctionnelle de familles protéiques ;
nous nous limitons aux approches dites hiérarckigate considérons I'apport des modeles
d’évolution moléculaire. Nous exposons ensuite fimgpe et quelques applications des
principales méthodes de classification supervis&on I'ordre chronologique de leur
développement. Nous présentons enfin la méthodolpge nous avons mise en place afin de
prédire I'interaction des protéines de la MhcSFcaaeB2M a partir de leur séquence ; cette
approche combine un classifieur Bayesien naif emndanérotation uniqgue IMGT des
G-DOMAINSs et G-LIKE-DOMAINs (Duprat et al. 2005a0@5b, Publications 6 et 7).
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4.1 Classification non supervisée

La méthode de classification hiérarchigue UPGMAg@h and Snokal 1973) consiste a
définir une hiérarchie de partitions a partir d'umatrice de distances ou de dissimilarités
entre les observations, au cours d’'un processtatiftéChaque observation est tout d’abord
considérée comme un groupe ; a chaque itératisngdex groupes les plus similaires sont
agréges et la matrice de distances est remiseraljeuprocessus agglomeératif se termine
lorsque toutes les observations constituent unuengroupe. La classification hiérarchique
peut étre représentée par un diagramme en 2 diomsnsommeé dendrogramme (Fig. 4.1) ; la
fixation d’'une valeur seuil de dissimilarité, emétion du nombre de classes souhaité ou

d’apres 'optimisation de mesures objectives, aibauin découpage des données en classes.
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Figure 4.1. Dendrogramme et seuil de dissimilaritéCette représentation illustre les différentes éagu
processus agglomératif. Si I'on considére un seeildissimilarité de 2.0, les 6 observations repitéss sont
découpées en quatre classes : C1 (comportant$eswaitions 1 et 2), C2 (obs. 3), C3 (obs. 4 et &4e(obs. 6).

Dans le cas de familles de protéines, la matricgistance initiale est en général dérivée d’'un
alignement multiple et représente la dissimilamteés paires de séquences alignées. La
méthode UPGMA est la plus ancienne méthode dendistatilisée pour la reconstruction
d’arbres phylogénétiques. Elle se base sur I'hygsetd’horloge moléculaire (Zuckerland and
Pauling 1962) et aboutit donc a une topologie intx@our des séguences caractérisées par
des taux de mutation variables au cours du terfgpsgéthode de distance Neighbor-Joining
(Saitou and Nei 1987) corrige la méthode UPGMA eenant en compte la divergence
moyenne de chaque séquence avec les autres, gtumnae methode de reconstruction plus
fidele de [I'évolution moléculaire. La méthode BIONGascuel 1997) constitue une
amélioration de l'algorithme Neighbor-Joining et @articulierement adaptée lorsque les

distances évolutives sont calculées a partir deeségps alignées.
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Wicker et al. (2001) ont développé Secator, unehoud automatique de classification
fonctionnelle de familles protéiques a partir danbre phylogénétique non enraciné ; I'arbre
est reconstruit par BIONJ & partir d’'une matriceddgances issue de l'alignement multiple
des séquences de la famille a classer, détermarégéfaut a partir du pourcentage d’identité
des résidus. Le principe de cette approche esbliigpser les branches courtes, voisines au
sein de l'arbre (Fig. 4.2) ; les classes inférémg séparées par des longues branches. Cette
méthode est particulierement adaptée a la claggdit des protéines de la MhcSF selon leurs
fonctions, c’est-a-dire selon les 9 types de réamapt (Fig. 4.3). A I'exception des protéines
RAE qui sont séparés en deux classes fonctionngilesSecator (RAE #lomo sapienset

RAE deMus musculugt Rattus norvegicys chaque classe fonctionnelle prédite correspond

exactement a un type de récepteur.
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Figure 4.2. Principe de Secatolextrait de Wicker et al. 2001). (A) Représentatgmimématique d'un arbre
reconstruit par BIONJ (Gascuel 1997). Secator ilerdutomatiquement les noeuds joignant différesuss-
arbres (représentés par des points), et collapesrtiranches depuis les feuilles jusqu’aux brandhiesnes,
jusqu’a ce gu’un tel nceud soit rencontré ; le pgsue de collapse des branches s’arréte donc iai@uxs a, b
et c. (B) Représentation schématique du résult&edator, apres collapse des branches ; 3 classemf@rées.

La méthode de Trace Evolutive développée par Ligktat al. (1996) se base également sur
un arbre phylogénétique pour inférer des classastifmnelles a partir d’'une famille de
protéines. Cette approche n’est pas automatigei@iveau de coupure de I'arbre est en effet
déterminé en fonction d’informations a priori foie®m par I'utilisateur, telles que le
pourcentage d’identité de séquence minimum audssrclasses (Lichtarge et al. 1996) ou le
nombre de classes attendues (Lichtarge and Sowa).2@utre l'inférence de classes
fonctionnelles, cette méthode permet d’expliqueipdatition des données en classes, par
I'identification des résidus constituant la Traceoktive. Ces positions comprennent des
acides aminés totalement conservés au sein de eltdagse, et distincts entre les classes ; de
telles positions sont relativement rares voir ateepour des familles protéiques hétérogenes,
et les travaux de Mihalek et al. (2004) permettEménavant d’identifier les positions les plus
discriminantes entre les classes, par I'évaluadi@iientropie relative position-dépendante au

sein de I'alignement multiple.
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Dans le cas de la MhcSF, la combinaison de Seeatte la méthode de Trace Evolutive nous
permettrait de classer automatiquement les praétdC-l1 et MHC-I-like selon leur type de
récepteur, et d’identifier les positions informativqui conferent a ces protéines leur fonction
respective. Comme nous I'avons mis en évidence Bacbkapitre 3, la MhcSF a subi une
perte partielle de la capacité ancestrale de ha#sta B2M au cours du processus évolutif. La
phylogénie d’'une famille ne reflete donc pas totgola spécialisation des protéines qui la
constituent, et les approches de classification sopervisée présentées précédemment
s’averent par conséquent inadaptées dans de telslemprotéines de la MhcSF ne peuvent
donc pas étre classées selon leur interaction ouavec la B2M par une approche non
supervisée (Fig. 4.3). Cette problématique de ifleatson des protéines de la MhcSF
correspond néanmoins a des classes déterminéesinexm@alement, et [l'utilisation de

meéthodes de classification supervisée est alomme@ndée.
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Figure 4.3. Résultat de Secator pour les 47 protés de la MhcSF Secator infere 10 classes de protéines.
Parmi les 9 types de récepteurs de la MhcSF (MHEZGP1, CD1, EPCR, FCGRT, HFE, MIC, MR1 et RAE),
8 sont correctement prédits par Secator ; RAE gzt rdant séparé en deux classes, comprenant respeuit

les protéines RAE tHomo sapienset celles d&lus musculugtRattus norvegicud.'augmentation de la valeur
du seuil de dissimilarité définissant les classkétgrminée automatiquement par défaut) permetifidateur de
diminuer le nombre de classes inférées. Nous ohteamsi 8 classes : les types de récepteurs smaictement
classés, a I'exception des protéines CD1 et EPGRanstituent une unique classe. Cette approcheenaet
pas la classification des protéines de la MhcSénsgl’elles se lient (en vert) ou non (en rougks) B2M.
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4.2 Classification supervisée

Les méthodes de classification supervisée (Gastwdl 1998) se basent majoritairement sur
la regle de Bayes. La régle de classement avearammimale consiste en effet a assigner

une nouvelle observatior a la classeéC, pour laquelle la probabilité conditionnelR{C | x)

est maximale ; cette probabilité est exprimée paegjle de Bayes

P(G)P(X G)

P(G Y= P(Y)

(1)

La regle de classement optimale correspond ainsilaa fonction discriminante

F(x)=P(G)RA X C), ou la classe&C, est assignée & si F,(x) = mjaij ().

Les classifieurs paramétriques considerent quetassion de la distribution conditionnelle
des observations est connue, mais que ses pararsetreinconnus. Ces méthodes consistent
donc a déterminer les paramétres de la fonctiocridigrante, qui peut-étre linéaire ou non

(Fig. 4.4) ; au contraire, les classifieurs norapaétriques estiment localeme(x| G ).

Figure 4.4. Principe des méthodes paramétriques kaires. Les paramétres de la distribution conditionnelle
des observations correspondent a la moygnnet a la matrice de covariance de la populationtdejue classe

C . lls sont estimés pour un échantillon d’appreatigs et permettent d'établir la fonction discrinmitea
optimale F(x) ; cette fonction est linéaire si les matricesad@ariance des deux classes sont identiques, et
quadratique dans le cas contraire. Les stratégisingées a étendre les procédures binaires auxdsslasses

(k classes) consistent entre autres a construirk ¢lassifieurs binaires, chacun discriminant unessgades
autres, ou (iik(k-1) classifieurs binaires, chacun discriminant delasses.

La fonction discriminante est apprise par estinmtite la distribution conditionnelle des
observations (méthodes non paramétriques) ou dpasametres (méthodes paramétriques),
pour un échantillon des observations nommé échamtid’apprentissage ; cette fonction

permet alors de classer automatiquement de nosvebservations, et la performance du
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classifieur est évaluée pour un échantillon deitesipendant de I'échantillon d’apprentissage
(Annexe 7). Certaines méthodes de classificatigeisisée sont dites explicatives, car outre
la prédiction de la classe de nouvelles observatieles expliquent la partition des données

en classes.

Chaque observation est représentée par un vectatiribdits qualitatifs ou quantitatifs.
Comme nous allons le voir, la classification de ifla® protéiques se base sur différents types
de recodage des données en vecteurs, en foncsoradacteristiques du probleme biologique
considéré ; les observations peuvent correspondiesaséquences alignées ou non, et les
attributs peuvent représenter par exemple le nogtbeurrence de motifs delettres parmi
lalphabet des acides aminés ou de leurs propri@@gsico-chimiques nfgram), ou

I’hydrophobicité et la charge des positions en achnau sein des complexes protéine-ligand.
4.2.1 Analyse discriminante de Fisher

L’analyse linéaire discriminante de Fisher (193&)la méthode de classification supervisée
la plus ancienne. Chaque observation est représ@atéun vecteur d’attributs quantitatifs.
Cette approche suppose que la distribution desnadisens de chaque classe est gaussienne,
avec comme parametres la moyenne et la matricevdgiance de la population de la classe ;
la phase d'apprentissage de cette méthode pargometiionsiste donc a estimer ces
parametres par la moyenne et la matrice de covarides observations de chaque classe dans
I'échantillon d’apprentissage. La fonction de distnation est linéaire si les matrices de
covariance des différentes classes sont identiguiegjadratique dans le cas contraire. Cette

meéthode n’est pas explicative.
4.2.2 k plus proches voisinsk-NN)

L’approche des k-NN est non paramétrique et baséaurse idée intuitive, qui consiste a
assigner a une nouvelle observatiora classe la plus représentée parmilsgdus proches
voisins (Fix and Hodges 1951) ; chaque observasgimreprésentée par un vecteur d’attributs
guantitatifs. Cette méthode ne comprend pas deeptapprentissage, et I'ensemble des
observations du jeu de données doit étre consa@a@uveau pour chaque classement ; cette

approche est par conséquent colteuse en tempkde Catte méthode n’est pas explicative.

La méthode dek -NN constitue I'approche la plus intuitive de clifisation supervisée des
séquences d’'une famille protéique : la distanceedatséquence a classer et chaque séquence

du jeu de données est estimée par le score deastgilssu de leur alignement par Blast
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(Altschul et al. 1990) ou Fasta (Pearson and Lipd@88), et la classe prédite est celle de la
séquence la plus similair& £1). Cette approche est néanmoins inefficace danadeou la
spécificité de classe est conférée par des matifscpliers (Bork and Koonin 1996) : deux
séquences similaires peuvent en effet comportendss fonctionnels différents, de méme
gue des séquences fortement éloignées peuvennf@ésa méme motif. Nous avons mis en
évidence dans le chapitre 3 qu’une séquence dehlzBEM appartenant a un nouveau type de

récepteur n'a pas le méme comportement vis-a-via 8M que ses plus proches voisins.
4.2.3 Bayes naif

Le classifieur Bayesien naif (Good 1965) est dédg classification de données représentées
par des vecteurs d'attributs qualitatifs. Une ndlevebservation est classée d’aprés la régle
de classement avec erreur minimale exprimée paedée de Bayes (1), en supposant
lindépendance conditionnelle des attributs ; laction de discrimination de ce classifieur est
non linéaire. Cette hypothése est simplificatricaians’est avérée efficace pour de tres
nombreux jeux de données réels, méme avec desustfortement corrélés; cette propriété
est expliquée par des arguments théoriques par mymwiet Pazzani (1996). Ce classifieur est
sensible a un grand nombre d’attributs non discramis, et nécessite par conséquent la
sélection explicite d’attributs pour leur capacitéiscriminer les observations des différentes
classes ; les attributs sélectionnés (d’aprés desaissances a priori des données ou par des
méthodes objectives présentées en Annexe 8) santnges descripteurs. L’analyse des
probabilités des descripteurs conditionnellementiaaclasse au sein de I'échantillon
d’apprentissage permet de déterminer leur contdbuelative dans la partition des données
en classes. Outre la simplicité de sa mise en c&i\gen caractéere explicatif, ce classifieur a

'avantage de s’accommoder d’'un échantillon d’appssage de taille restreinte.

Bandyopadhyay et al. (2002) ont utilisé un classifiBayesien naif pour prédire 'interaction
de deux protéines a partir de leur séquence uliesies s'intéressent plus particulierement a la
classification des couples de protéines SH3/Pxi#hdeur interaction ou non. Les domaines
protéigues SH3 jouent un réle dans la transduddies signaux intracellulaires, en liant ou
non des protéines dont la séquence comporte urf padindromique PxxP (x représentant
n'importe quel acide aminé) ; 3 classes de panmesasont considérées, correspondant
respectivement a une liaison de type | ou Il sdlorientation du motif par rapport au
domaine SH3, ou a une absence de liaison. Chaqumecde protéines est représenté par un

vecteur d’attributs qualitatifs décrivant I'hydrogbicité (+1 ou -1) et la charge (+1, 0 ou -1)
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des acides aminés localisés au niveau des sitesrdact potentiel entre deux partenaires de
ces familles protéiques ; ces sites ont été idéntdu préalable par I'analyse des contacts au
sein des structures 3D correspondant aux obsemgapositives. Les auteurs évaluent la
performance de leur classifieur a 90% de classemmnéct, par une procédure de validation
croisée. Le caractere explicatif de ce classifigeirmet aux auteurs d’identifier les sites et

leurs valeurs de charge et d’hydrophobicité contiti le plus a chaque type d’interaction.
4.2.4 Segmentation par arbre binaire (CART)

La méthode CART (Breiman 1984) est basée sur lastaaction d’'un arbre de décision

généralement binaire, par segmentations successless observations de ['échantillon

d’apprentissage. Ce classifieur non paramétrique capable de classer des données
représentées par des vecteurs d’attributs de elifféitypes ; la fonction discriminante est non
linéaire. L'apprentissage du classifieur CART esé¢ yprocédure récursive, qui traite chaque
nceud terminal de I'arbre en construction en 3 &tag@ énumération de I'ensemble des
partitions binaires possibles pour chaque attrilas vecteurs de données, (ii) sélection de la

partition qui maximise la réduction de I'impuretén(noeud pur comprend uniquement des

observations de méme classe), (iii) estimationpebabilités conditionnelle®(t|C ) pour

chaque nouveau nceud termirtal A la fin de la phase d’apprentissage, chaque noeud
terminal est associé a un attribut discriminant{nm descripteur) et a une regle de décision,
correspondant a une valeur seuil dans le cas dttribwd quantitatif ; la capacité des
descripteurs a discriminer les données des diffésetlasses est ainsi hiérarchisée au sein de
I'arbre. Le classement d’'une nouvelle observatiomstste a lui faire parcourir I'arbre jusqu’a
un nceud terminal, et a lui assigner la classe ldoptobabilité conditionnellement a ce nceud
(exprimée par la régle de Bayes) est maximale. I&ssifieur sélectionne explicitement les
descripteurs et est donc insensible a la représamtdes données par un grand nombre

d’attributs non discriminants.

McLaughlin et Berman (2003) ont utilisé un classifi CART pour prédire, a partir de la
structure 3D d’'une protéine comportant trois héliseiccessives, sa capacité de liaison a
'ADN ; il s’agit d'un probléme de classificationiraire d’'une famille structurale de
protéines. Les 152 structures 3D du jeu d’apprsagje comportent trois hélices successives
notées respectivememi, H-1 et H -2 ; I'hélice H comporte le site de liaison a I'ADN
pour les 76 observations positives. Les auteurssertt un classifieur explicatif afin de

déterminer les caractéristiques structurales requmour qu’un tel motif soit associé a la
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capacité de liaison a 'ADN. Chaque structure 3Dreprésentée par un vecteur d’attributs
guantitatifs décrivant différentes mesures géoméas des hélices et de leur environnement
structural. Quatre descripteurs sont sélectionnésoars de la phase d’apprentissage et pris
en compte dans I'arbre final, selon la hiérarchieante : (i) aire de l'interaction hydrophobe
entre les héliceBl et H-2, supérieure ou non & 44 A(ii) accessibilit¢ moyenne des résidus
de H a la surface, supérieure ou non a 30% ; (iii) ded’interaction hydrophobe entre les
hélicesH et H-1, supérieure ou non a 37 A(iv) aire de l'interaction hydrophobe entre les
hélicesH-1 etH-2, supérieure ou non a 6°.A.es auteurs évaluent la performance de leur
classifieur a 91% de classement correct, par uoeépure de validation croisée. Cette
approche permet d’identifier ce motif de liaisohADN au sein de protéines sans homologie
de séquence avec les protéines de I'échantilloppdémtissage ; I'apport de cette étude est

également d’expliquer cette interaction, en indiguguels critéres structuraux sont requis.
4.2.5 Reéseaux de neurones multicouches (ANN)

Ce classifieur est non paramétrique, et classenoneelle observatiorx par une fonction

discriminante non linéaire construite par la comlson de fonctions sigmoides ; chaque
observation est représentée par un vecteur daisriQuantitatifs. Les neurones d’'un réseau
multicouches sont organisés au minimum en troisclves (entrée, cachée et sortie). Le
nombre de neurones des couches d’entrée et de sortespond respectivement au nombre
d’attributs des vecteurs de données et au nombreladses considérées ; la valeur d'un

neuronel de la couche de sortie est une estimation deoldailité conditionnelleP(C, | X).

Chaque neurone du réseau est associé a une forsitjoroide et a un poids ; la phase
d’apprentissage est une procédure itérative d’apétion des poids, qui consiste a classer
chaque observation de I'échantillon d’apprentissage évaluant puis rétro-propageant les
erreurs de classement a travers le réseau. La Bgleét de cette procédure est la
convergence de l'erreur vers un minimum. L’algarith de rétro-propagation qui a permis
'émergence des réseaux de neurones multicouch&® @éveloppé par Rumelhart et al.
(1986). Ce classifieur tend a minimiser I'erreur dassement et est par conséquent tres
performant ; de plus, le classement de nouvellsgmhtions est tres rapide. Néanmoins, ce
classifieur est performant pour des jeux de dondédsille importante, n’est pas explicatif et

nécessite une durée importante d’apprentissagtitdie la convergence de l'erreur).

Wu et al. (1992) ont développé un systeme de ieestson de familles protéiques a partir de

leurs séquences, basé sur des réseaux de neuroltiesuches. lls évaluent la capacité de ce
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systeme ProCANS (Protein Classification Artifiché¢ural System) a classer les protéines de
la base de données PIR d'apres leur fonction. RIRpcend 6 catégories de protéines
réparties en 620 classes fonctionnelles ; les eutentrainent un réseau (constitué de 3
couches) distinct pour chaque catégorie. Chaqueeség protéique est représentée par un
vecteur d’attributs quantitatifs ; les auteurs @eat la performance et la vitesse de
convergence des classifieurs pour différents typatiributs : (i) nombre d’occurrence d’un
n-gram donné (motif de lettres qui se suivent), pondéré par sa fréquditmeurrence dans

la nature, (ii) position moyenne d'un-gram donné (les positions sont décrites par la
numérotation des séquences alignées), (iii) condnnade ces deux types d’attributs. Les
auteurs mettent en évidence que I'encodage de(iypralentit la convergence mais accroit
la performance du classifieur. Deux types de diasss s’averent particulierement
performants, permettant de classer correctement®98309 protéines de la base de données
PIR selon leur fonction; les attributs combineat Hombre d’occurrence et la position
moyenne des 2-gram pour I'alphabet des 20 acidéséanou des 3-gram pour un alphabet a

6 lettres correspondant a des groupes d’acideséarsimilaires (d’aprés la matrice PAM).
4.2.6 Machines a vecteurs supports (SVM)

La méthode des SVM a été développée en 1995 panik/aghaque observation est
représentée par un vecteur d’attributs quantitaidEns la cas binaire, I'apprentissage de ce
classifieur non paramétrique consiste a identifieyperplan qui discrimine le mieux les
observations des deux classes, en garantissard quarge entre le vecteur le plus proche de
chaque classe soit maximale ; la maximisation dendage aboutit a la minimisation de
'erreur de classement (Vapnik and Chervonenkisl)9lZes vecteurs localisés au niveau des
marges de I'hyperplan sont nhommés les Vecteurs @tgpp ces vecteurs sont les plus
informatifs et sont utilisés pour le classemenhdevelles observations. Les SVM constituent
par conséquent une méthode rapide, qui minimiselde I'erreur de classement; cette
approche n'est pas explicative, et nécessite des e données de taille importante. Ce
classifieur est capable d’effectuer des séparationdinéaires des données, en remplacant les
valeurs des attributs initiaux dans la fonctiorcdiminante par une fonction de ces attributs ;

cette fonction peut par exemple étre polynomialepastitue le noyau du classifieur.

Huang et al. (2004) ont utilisé un classifieur SMddur prédire si deux protéines de
Saccharomyces cerevisiageragissent ou non, a partir de leurs catégdaestionnelles et

structurales respectivement annotées par FUNCABgRet al. 2004) et SCOP (Murzin et
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al. 1995) et notéeF et S par la suite ; il s’agit d’'un probléme de clagsifion binaire
d’interactions protéiques. Chaque couple de pretast représenté par un vecteur d’attributs
guantitatifs décrivant I'ensemble des combinaigei&F.S; possibles pour deux partenaires ;
seul I'attribut associé a la combinaison observé@eevaleur non nulle. Les 2594 couples de
protéines qui constituent les observations postigent extraits des bases de données
d’interaction. Faute d’information concernant lesigles de protéines qui n’interagissent pas,
les auteurs générent 2571 observations négativesfagen pseudo-aléatoire; les
caractéristique§ S, et F,S des couples simulés sont sélectionnées sépargraant celles
représentées au sein des observations positiveforicdion gaussienne est utilisée comme
noyau du classifieur. Les auteurs évaluent la padoce de leur classifieur a 79% de

classement correct, par une procédure de validatmaée.
4.3 Classifieur Bayesien naif et numérotation unique INGT

La classification des protéines de la MhcSF selunr linteraction ou non avec la B2M
correspond a un probléme de classification sup&eviisnaire, les deux classes correspondant
aux protéines respectivement liées (30 protéinassentées par 784 alleles) et non liées (17
protéines, 22 alléles) a la B2M.

Parmi les méthodes de classification supervisédaksifieur Bayesien naif est le plus adapté
a notre problématique car il s’adapte particuliegatrbien aux petits jeux de données et est
explicatif. La méthodologie que nous avons misepkxce afin de prédire I'interaction des
protéines de la MhcSF avec la B2M combine par aqunsdt un classifieur Bayesien naif et la
numérotation unique IMGT des G-DOMAINs et G-LIKE-IMAINs (Duprat et al. 2005a,
2005b, Publications 6 et 7) ; nous souhaitons deéher les propriétés physico-chimiques qui,
observées a une position donnée des G-DOMAINs &IK&E-DOMAINS, favorisent ou
défavorisent cette interaction, et représentong @baque descripteur par I'association d’'une
position dans l'alignement et d’un groupe d’acidesinés (parmi 38 groupes non redondants
définis a partir des regroupements présentés eexn@). Chaque descripteur est binaire, un

groupe étant observé ou non a une position donnée déquence.

Deux étapes sont nécessaires pour construire deifodaur : (i) la sélection d’'un ensemble de
descripteurs d’apres leur capacité de discriminadintre les deux classes, évaluée par des

critéres statistiques (les mesures xfuet de l'information mutuelle, décrites en Annexe 8

donnent des résultats identiques); (i) l'appisd#ge des descripteurs, c'est-a-dire

I'estimation des fréquences des descripteurs dondiellement a la classe. Nous évaluons la

59



performance de notre classifieur par 3 procéduees lave-one-out », respectivement pour
les prédictions concernant une nouvelle protéime aspéce non référencée au sein des
données, ou un nouveau type de récepteur ; cetégit de validation croisée est requise par
la taille restreinte du jeu de données et leurlanité particulierement importante pour un

méme type de récepteur.

Cette méthodologie permet de classer efficacementptotéines de la MhcSF selon leur
liaison ou non a la B2M : 98%, 94% et 70% des demredrrespondant respectivement a une
nouvelle protéine, une espéce non référencée audes données et un nouveau type de
récepteur sont classées correctement ; ce degsaltat est satisfaisant, car il correspond a
une procédure au cours de laquelle le pourcentagentté des séquences de test avec les
séquences d’apprentissage ne dépasse pas 45%.a€H#fi@lir est sélectionné pour sa
performance optimale quelle que soit la procédwdedve-one-out ; il est constitué de 18

descripteurs, décrits en Table 4.1.

Domaine Position Groupe d’acides aminés Type deriggsur

[D1] 8 CDPNT 3
11 ILV 4
12 MILKR 3
21 w 3
25 DNEQKR 3
27 FYw 1
32 EVQH 1
35 EVQH 3
51 w 2
74 MILKR 4
86 NQ 2
88 CDPNT 4
[D2] 10 G 2
27 AG 1
32 DE 1
39 EVQH 4
83 DE 2
85 G 2

Table 4.1. Les 18 descripteurs sélectionng®1] et [D2] indiquent respectivement les domaiGaLPHAL
[D1] et G-ALPHAL-LIKE [D1], et les domaines G-ALPHA[D2] et G-ALPHA2-LIKE [D2]. Les positions sont
décrites selon la numérotation unique IMGT des GMAINs et G-LIKE-DOMAINSs. Les descripteurs de type
1 et 2 sont favorables a l'interaction des protgite la MhcSF avec la B2M ; les descripteurs de 8/pt 4 sont
défavorables a cette interaction. Les descriptdartype 1 et 3 correspondent a une position lagmldans la
zone de contact potentiel avec la B2M.

Les descripteurs peuvent étre classés en quates,tygelon qu’ils sont favorables ou
défavorables a la liaison a la B2M (c’est-a-dires d@ groupe d’acide aminé discriminant a

cette position est respectivement majoritaire auseové pour les protéines liées a la B2M et
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minoritaire ou absent pour les protéines non liéesmversement), et qu’ils sont localisés ou
non dans la zone de contact potentiel & la B2Mirfétlans le chapitre précédent). Afin de
comprendre comment ces descripteurs favorisentéfavdrisent le contact des protéines de
la MhcSF avec la B2M, nous avons analysé leur gbatstructural pour deux protéines de
cette superfamille, chacune étant représentativeedclasse (Fig. 4.5).

B 01135 |
H

5N m

Figure 4.5. Contexte structural des quatre types ddescripteurs pour les protéines (A) FCGRT ddRattus
norvegicus et (B) RAE1B de Mus musculus. Chaque chaine lourde MHC-I-like (en gris) comprded
domaines extracellulaires [D1] (au fond) et [D2¢¥ent). La B2M (en vert) est complexée a la pret¢iGGRT,

et placée virtuellement pour la protéine RAE1B (@aperposition de la structure 3D de cette protéiez celle

de la protéine H2-D1 diklus musculudiée a la B2M ; le fichier de coordonnées de HR+Milisé est 1wbx et la
superposition est réalisée par le programme Prdtjflomaine C-LIKE extracellulaire de la chainertie de la
protéine FCGRT n’est pas représenté. Le domairgdiion et I'acide aminé observé dans la strgc8D sont
indiqués pour chaque descripteur ; les chainesalag® de ces acides aminés sont mises en évidemcdep
spheres. (A) (Fichier de coordonnées 3fru) Lesrifescirs localisés dans la zone de contact potentee B2M
sont représentés en jaune, et ceux localisés hmreette zone sont représentés en cyan. (B) (Fiakeer
doordonnées 1jfm) Les descripteurs localisés dameme de contact potentiel a la B2M sont représest vert,

et ceux localisés hors de cette zone sont repgsentorange.

Les 9 descripteurs favorables au contact sont séslpour la protéine FCGRT dRattus
norvegicus cette protéine est en effet liee a la B2M etcaina des 9 positions définies par
ces descripteurs comporte le groupe d’acides ancer@stéristique de cette classe. De méme,
les 9 descripteurs défavorables au contact sorys@sapour la protéine RAE1B ddus
musculus non liée a la B2M. Globalement, les descripteiarngorables a l'interaction et
localisés dans la zone de contact potentiel sernbtemespondre & une orientation de chaine
latérale ou a une propriété physico-chimique fabigraau contact direct avec la B2M, tel
gu’un résidu large et aromatique F, W ou Y en pasifD1] 27 (W pour FCGRT dRattus
norvegicu}. Les descripteurs favorables localisés hors tke @@ne semblent maintenir une
structure adéquate au contact ; les résidus [DEt§D2] 85 pourraient en effet maintenir la
fermeture du sillon (par le rapprochement des dgilices) a une extrémité. Au contraire, les

descripteurs défavorables situés dans cette zonleleigt empécher le contact direct par géne
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stérique, tels que les résidus K en positions [I2}t 25 de RAE1B dMus musculusLa
déstabilisation de la structure propice a l'intéiat par des résidus tels que E, V, Q ou H en
[D2] 39 serait a analyser en détail, par des ap@®telles que la dynamique moléculaire.

Le caractére explicatif du classifieur Bayesierf eainotre définition des descripteurs nous
permettent donc d’identifier les propriétés physibimiques dont I'observation a une
position semble étre favorable ou non au contacctiiavec la B2M (pour les positions
localisées dans la zone potentielle de contactktakbiliser ou non la structure nécessaire au

contact (pour les positions localisées hors de @ethe).

Nous avons enfin utilisé notre classifieur commal ale prédiction de linteraction ou non a
la B2M pour 8 protéines MHC-1 des vertébrés inférse Salmon trutta Ambystoma
mexicanumOncorhynchus kisutcit Oncorhynchus mykis®e nombreux travaux concernent
en effet le séquencage et I'étude de l'origine étiodé des genes MHC d’amphibiens et de
téléostéens (Sammut et al. 1999, Hansen et al.)1888s peu de données expérimentales en
rapport avec leur expression a la surface celkilair leur interaction avec la B2M sont
actuellement disponibles. Nous avons donc dangemipr temps aligné les G-DOMAINs de
ces protéines avec l'alignement multiple IMGT etnuwoté leurs positions (selon la
procédure décrite dans le chapitre précédent)pes mavons ensuite utilisé notre classifieur
pour prédire cette interaction. Le résultat deriddction est identique pour ces 8 protéines
MHC-I, et indique qu’elles se lient trés probablema la B2M. Ce résultat suggére par
conséqguent qu’elles devraient étre exprimées arface cellulaire par un processus similaire

a celui des protéines MHC-I de mammiféres.

La méthodologie que nous avons mise en place &iclakser les protéines de la MhcSF
selon leur interaction ou non avec la B2M aboutiea résultats biologiguement cohérents, et
démontre son intérét pour le traitement automatapse génomes de vertébrés nouvellement
séquences ; les informations fournies par cettgeétievraient de plus étre précieuses pour de
futures expériences de mutagenése dirigée. La utésol de cette problématique de
classification supervisée, caractérisée par lddfaimilarité des protéines de la MhcSF, a mis
en évidence que l'information de séquence peutsiifisante pour prédire efficacement la
fonction et l'interaction des protéines. Notre agmgbre devrait s’appliquer avec succes a
d’autres problématiques de classification des pretedes IgSF et MhcSF pour lesquelles on
dispose de classes connues a priori, et plus déméat a la classification fonctionnelle de
superfamilles protéiques a partir d’'un alignemeanttiple.
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DISCUSSION ET CONCLUSION

IMGT est le systéme d’information international lemMunoGénéTique®, spécialisé dans la
gestion des séquences et des structures 3D dadRIG@t MHC des vertébrés ; ces protéines
assurent la reconnaissance antigénique et la gpéciflu systeme immunitaire adaptatif.
L’ontologie de référence en immunogénétique (IMGNAH®LOGY) fournit les regles de
description de leurs récepteurs, chaines et domavieDOMAINs et C-DOMAINS des IG et
TR, G-DOMAINs des protéines du MHC. La numérotatiorique des V-DOMAINs comme
celle des C-DOMAINSs se base sur un alignement plaltie séquences dont la similarité est
élevée et assure la description standardisée de learactéristiques fonctionnelles et
structurales. Des domaines de structure similaite éé identifiés au sein de protéines
impliguées dans une grande variété de processulbgigjoes, localisés dans des
compartiments cellulaires différents et correspondeadifférents sites d’interaction protéine-
ligand ; ces domaines sont nommeés V-LIKE-DOMAINsLIBE-DOMAINs et G-LIKE-
DOMAINs, et définissent les superfamilles des imoglobulines (IgSF) et du MHC
(MhcSF).

La premiére partie du travail réalisé pendant cttése a porté sur la standardisation des
protéines des IgSF et MhcSF a partir des regledl@M-ONTOLOGY existantes, ou en
établissant de nouvelles regles. Nous avons d'amedg&montré que les numérotations des
V-DOMAINs et des C-DOMAINs étaient applicables resfivement aux V-LIKE-
DOMAINs et aux C-LIKE-DOMAINS, et d’autre part min place la numérotation unique
des G-DOMAINs et G-LIKE-DOMAINs. L’'alignement de €elomaines a posé le probléeme
de la «twilight zone » et a nécessité le développd d'une stratégie adaptée a cette
hétérogénéité de séquences, basée sur la cominirBadignements multiples de séquences et

de structures 3D.

Cette approche permet de standardiser les nouyeldgines des IgSF et MhcSF, et fournit
dorénavant les informations nécessaires a la gesigoces superfamilles par les différents

outils et bases de données constituant IMGT.

Dans la seconde partie de cette these, nous agertogpé une méthode de classification de
ces protéines selon leur fonction et leur intecatia partir de leur séquence. Nous nous
sommes particulierement intéressés a la classditcates protéines de la MhcSF selon leur
liaison ou non a la beta2-microglobuline (B2M),natle prédire cette interaction pour de

nouvelles protéines et d’identifier les propriég@sysico-chimiques qui, observées a une
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position donnée des G-DOMAINs ou G-LIKE-DOMAINSs, favorisent ou la défavorisent.
La connaissance a priori des classes et I'analyskitdre des protéines de la MhcSF ont mis
en évidence la nécessité d’'une approche de clzssifin supervisée ; le classifieur Bayesien
naif s’est avéré le plus adapté. Nous avons repi@shaque séquence alignée, décrite par la
numeérotation unique des G-DOMAINs et G-LIKE-DOMAINgar un ensemble de
descripteurs binaires associant une position dalignement et un groupe d’acides aminés ;
'analyse des contacts entre les G-DOMAINs ou GHEIROMAINs des protéines de la
MhcSF et le C-LIKE-DOMAIN de la B2M ont mis en éwidce la cohérence de cette
représentation et la faisabilité d’'une telle appmde classification. Cette méthodologie est
performante quelle que soit la similarité de lausggre a classer avec les séquences du jeu de
données, et présente un intérét particulier darm$ed’'un nouveau type de récepteur ; ces
protéines sont en effet faiblement similaires auttes protéines du jeu de données, et leur
comportement concernant la liaison ou non a la B2 distinct de celui de leurs plus

proches voisins.

Les perspectives de cette étude seraient la miseusme d’expériences de mutagenése dirigée
couplées a une approche de dynamique moléculdinede valider individuellement chaque
descripteur et d'évaluer leur impact respectifl§nteraction ; I'identification de corrélations
entre ces descripteurs permettrait d’affiner le a@edCette approche permettrait par la suite
la prédiction de l'interaction ou non a la B2M agde échelle, pour toutes les protéines

MHC-I de différents génomes de vertébreés inférieurs

Notre méthode devrait s’appliquer avec succes tetptoblématique de classification des
protéines des IgSF et MhcSF pour lesquelles onodespde classes fonctionnelles ou
d’interaction connues a priori. La classificatioesdorotéines MHC-I selon leur fonction au
sein du systéme immunitaire (classigwssnon classiques) présente notamment un enjeu
biologique majeur. Comme nous l'avons indiqué dengremier chapitre, les protéines
MHC-I classiques (MHC-la) présentent des peptideigeénes aux TR et permettent ainsi la
reconnaissance des cellules saines et la destiudéis cellules infectées. Les protéines
MHC-I non classiques (MHC-Ib) sont assemblées alex peptides issus de la dégradation
protéolytiqgue des protéines MHC-la, et témoignent lwbn fonctionnement de la voie
d’expression des protéines MHC-I ; leur activiténpet de protéger les cellules saines de la
lyse par les cellules NK. La prédiction successieela liaison ou non a la B2M et de la
fonction des protéines MHC-I (par la combinaison dix classifieurs) nous permettrait
d’annoter automatiquement I'ensemble des protéiitld€-1 de vertébrés inférieurs connues a
ce jour ; ces annotations constitueraient alorsinfesmations précieuses pour appréhender
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I’évolution de ce systeme performant de protectommtre les agents pathogenes depuis

I'apparition des vertébreés.

Enfin, cette these a démontré que l'informatiorsdgquence peut-étre suffisante pour prédire
efficacement la fonction et linteraction des pio&Ss, et a ainsi ouvert la voie pour la
résolution de nombreuses problématiques de cleatidn fonctionnelle de superfamilles

protéigues a partir d’un alignement multiple.
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Annexe 1. Les concepts d'IMGT-ONTOLOGY (extrait de Lefranc et al. 2005d).

IMGT-ONTOLOGY
main concepts

IMGT Scientific chart rules (Lefranc et al. 1999) Examples of IMGT expertised data concepts (Rua.€2000, Lefranc 2001)

IDENTIFICATION

Standardized keywords (Giudicelli et al. 1997) Gee molecule type, receptor type, chain typeedgpe, structure, functionality, specificity
(Giudicelli et al. 1997, Lefranc et al. 1998)

DESCRIPTION

Standardized labels and annotati¢@sudicelli et al. Core (V-, D-, -, C-REGION)
1997) Prototypes (Giudicelli et al. 1997)
Labels for sequences
Labels for2D and 3D structur:

CLASSIFICATION

Reference sequences Nomenclature of the human IG and TR genes (enth®89 in GDB, HGNC (Wain et al. 2002)
Standardized IG and TR gene nomenclature (groapd LocusLink at NCBI) (Lefranc and Lefranc 2002@01b)
subgroup, gene, allele) Alignment of alleles (Lefranc et al. 1998, Lefraamad Lefranc 2001a, 2001b)

Nomenclature of the IG and TR genes of all vertiebspecies (Lefranc et al. 1999)

NUMEROTATION

IMGT unique numbering (Lefranc et al. 1998,  Protein displays (Lefranc et al. 1999)

Lefranc 1997, Lefranc 1999) for: IMGT Colliers de Perles (Lefranc et al. 1998, Lefraet al. 1999, Ruiz and Lefranc 2002)
V- and V-LIKE-DOMAINs (Lefranc et al. 2003) FR-IMGT and CDR-IMGT delimitations (Lefranc et 4099)

C- and C-LIKE-DOMAINSs (Lefranc et al. 2005b) Structural loops and beta strands delimitationgréire et al. 2005b)

G- and G-LIKE-DOMAINs (Lefranc et al. 2005c)

ORIENTATION

Orientation of genomic instances relative to eachChromosome orientatis
other Locus orientation
Gene orientation
DNA strand orientatic

OBTENTION

Standardized origin
Standardized methodology (Lefranc et al. 2004)

Giudicelli, V. et al., IMGT, the international ImMioGeneTics databadducl. Acids Res1997, 25, 206-211.

Lefranc, M.-P., Unique database numbering systearmfmunogenetic analysispnmunol. Today1997, 18, 509.
Lefranc, M.-P. et al., IMGT, the international ImMoGeneTics databadgucl. Acids Res1998, 26, 297-303.
Lefranc, M.-P. et al., IMGT, the international ImMeGeneTics databadgucl. Acids Res1999, 27, 209-212.
Lefranc, M.-P., IMGT, the international ImMMunoGernes databaseéjucl. Acids Res2001, 29, 207-209.

Lefranc, M.-P. et al., IMGT-Choreography for immgenetics and immunoinformatids, Silico Biol, 2005d, 5, 45-60.
Ruiz, M. et al., IMGT, the international ImmunoGeies databaseéjucl. Acids Res2000, 28, 219-221.
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Annexe 2. DESCRIPTION des récepteurs, chaines et maines des fragments

protéolytiques d'lG.

Récepteur Chaine Domaine
VH-CH1 VH, CH1
FAB-ALPHA LAMBDA
L-LAMBDA V-LAMBDA, C-LAMBDA
VH-CH1 VH, CH1
FAB-ALPHA-1_LAMBDA
L-LAMBDA V-LAMBDA, C-LAMBDA
VH-CH1 VH, CH1
FAB-ALPHA-2_LAMBDA
L-LAMBDA V-LAMBDA, C-LAMBDA
VH-CH1 VH, CH1
FAB-DELTA_LAMBDA
L-LAMBDA V-LAMBDA, C-LAMBDA
VH-CH1 VH, CH1
FAB-EPSILON_LAMBDA
L-LAMBDA V-LAMBDA, C-LAMBDA
VH-CH1 VH, CH1
FAB-GAMMA-1_LAMBDA
- L-LAMBDA V-LAMBDA, C-LAMBDA
VH-CH1 VH, CH1
FAB-GAMMA-2_LAMBDA
L-LAMBDA V-LAMBDA, C-LAMBDA
VH-CH1 VH, CH1
FAB-GAMMA-2-A_LAMBDA
L-LAMBDA V-LAMBDA, C-LAMBDA
VH-CH1 VH, CH1
FAB-GAMMA-2-B_LAMBDA
L-LAMBDA V-LAMBDA, C-LAMBDA
VH-CH1 VH, CH1
FAB-GAMMA-2-C_LAMBDA
L-LAMBDA V-LAMBDA, C-LAMBDA
VH-CH1 VH, CH1
FAB-GAMMA-3_LAMBDA
L-LAMBDA V-LAMBDA, C-LAMBDA
VH-CH1 VH, CH1
FAB-GAMMA-4_LAMBDA
L-LAMBDA V-LAMBDA, C-LAMBDA
VH-CH1 VH, CH1
FAB-MU_LAMBDA
- L-LAMBDA V-LAMBDA, C-LAMBDA

Table 1. Fragments Fab des IG comportant une chai@VBDA.
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Récepteur Chaine Domaine
FAB-ALPHA_KAPPA VH-CH1 VH, CH1

L-KAPPA V-KAPPA, C-KAPPA
FAB-ALPHA-1_KAPPA VH-CH1 VH, CH1

L-KAPPA V-KAPPA, C-KAPPA
FAB-ALPHA-2_KAPPA VH-CH1 VH, CH1

L-KAPPA V-KAPPA, C-KAPPA
FAB-DELTA_KAPPA VH-CH1 VH, CH1

L-KAPPA V-KAPPA, C-KAPPA
FAB-EPSILON_KAPPA VH-CH1 VH, CH1

L-KAPPA V-KAPPA, C-KAPPA
FAB-GAMMA-1_KAPPA  VH-CH1 VH, CH1

L-KAPPA V-KAPPA, C-KAPPA
FAB-GAMMA-2_KAPPA  VH-CH1 VH, CH1

L-KAPPA V-KAPPA, C-KAPPA
FAB-GAMMA-2-A_KAPPA VH-CH1 VH, CH1

L-KAPPA V-KAPPA, C-KAPPA
FAB-GAMMA-2-B_KAPPA VH-CH1 VH, CH1

L-KAPPA V-KAPPA, C-KAPPA
FAB-GAMMA-2-C_KAPPA VH-CH1 VH, CH1

L-KAPPA V-KAPPA, C-KAPPA
FAB-GAMMA-3_KAPPA  VH-CH1 VH, CH1

L-KAPPA V-KAPPA, C-KAPPA
FAB-GAMMA-4_KAPPA  VH-CH1 VH, CH1

L-KAPPA V-KAPPA, C-KAPPA
FAB-MU_KAPPA VH-CH1 VH, CH1

L-KAPPA V-KAPPA, C-KAPPA

Table 2. Fragments Fab des IG comportant une chakPPA.

Récepteur Chaine Domaine
FC-ALPHA CH2-CH3 CH2, CH3
FC-ALPHA-1 CH2-CH3 CH2, CH3
FC-ALPHA-2 CH2-CH3 CH2, CH3
FC-DELTA CH2-CH3 CH2, CH3

FC-EPSILON CH2-CH3-CH4 CHZ2, CH3, CH4

FC-GAMMA-1 ~ CH2-CH3 CH2, CH3
FC-GAMMA-2  CH2-CH3 CH2, CH3
FC-GAMMA-2-A CH2-CH3 CH2, CH3
FC-GAMMA-2-B CH2-CH3 CH2, CH3
FC-GAMMA-2-C CH2-CH3 CH2, CH3
FC-GAMMA-3  CH2-CH3 CH2, CH3
FC-GAMMA-4  CH2-CH3 CH2, CH3
FC-MU CH2-CH3-CH4 CHZ2, CH3, CH4

Table 3. Fragments Fc des IG.
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Annexe 3. Organisation exon/intron des génes MHC-MHC-II et MHC-I-like.

MHC-|
HLA-A (chaine I-ALPHA, sous-classe HLA-A, MHC-l&lomo sapiens

Exl Exz Ex3 Exd Ex5 Exe Ex7 EXB paluf
- | | | | |
5" — | | | [ Ml 1 I
73 270 276 272 117 33 43 z G
129 241 o ag 433 142 169 Nl

HLA-B (chaine I-ALPHA, sous-classe HLA-B, MHC-IBlomo sapiens

Ex1 ExZ EX3 Exd EXS Exg EX7
, | I ]
5 — | | | H H
73 270 276 276 117 334l
128 246 572 93 4d1 106
HLA-Cw (chaine I-ALPHA, sous-classe HLA-C, MHC-ldpmo sapien)s
Ex1 EXZ EX3 E¥d ExS Exg EX7? EXE
, | I ] |
5 — | | | = H |
73 270 276 276 120 33 48 2
130 246 557 121 439 108 164
H2-D1 (chaine I-ALPHA, sous-classe H2-D, MHC\is musculus
Ex1 Exz EX3 Exd EXS Exg  EX7 EXS
5 7 | ] T 10—
L | | | U1
73 270 278 276 117 33 3™z
191 190 1674 127 176 172 139
H2-K1 (chaine I-ALPHA, sous-classe H2-K, MHC-Mus musculus
EX1 EXz EX3 E¥d EX5 Exg  EX7 ExS
- I | ] | | M M
8 L | — —* ] L
a4 270 278 270 121 33 39 29
190 186 127 177 172 111
H2-L (chaine I-ALPHA, sous-classe H2-L, MHC-Mus musculus
EX1 EXZ EX3 Exd EXS Exg  EX7 EXS
- M| ] |  —r——
i — | — | |
&l 270 278 276 117 33 3?2
175 180 957 127 177 173 139
HLA-E (chaine I-ALPHA, sous-classe HLA-E, MHC-IHomo sapiens
EX1 EXz EX3 E¥d EXS E¥a EX7
B | | |
5 — | | | = .
a4 270 278 276 117 33 038
130 2dd 6zl 124 750 104
HLA-F (chaine I-ALPHA, sous-classe HLA-F, MHC-IHpmo sapiens
EX1 EXz EX3 Exd EXS E¥6  ExX7  ERG polyA
. | | | ——H
5 — | | | | 1
a4 270 278 276 117 33 48 Z 6
130 2dd 552 140 447 135 4176 89

HLA-G (chaine I-ALPHA, sous-classe HLA-G, MHC-IHpmo sapien)s

Ext Ex2 Ex3 Exd EXS EXE
. 1 I 1 |
g —| |_| I | | H |
73 270 276 276 117 2
129 226 599 122 445

H2-Q7 (chaine I-ALPHA, sous-classe H2-Q, MHClys musculus

Exd Ex2 Ex3 Exd ExS
. | | T
g —| H I | 1 H
&4 270 276 285 107
163 187 126

37

37

3

3
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MHC-II
HLA-DPAL (chaine lI-ALPHA, sous-classe HLA-DP, MHG, Homo sapiens

Ex1 Exz EX3 Eid
57 [ [ # —[ ]
100 245 282 152

HLA-DQAL (chaine II-ALPHA, sous-classe HLA-DQ, MHITa, Homo sapiens

Ex1 ExZ Ex3 Exd
-, U u U
o — [+ 1 [T
g2 249 282 152

HLA-DRA (chaine II-ALPHA, sous-classe HLA-DR, MHQal, Homo sapiens

Exil ExZ Ex3 Exd
- I
4 (1] L (L]
G2 246 282 152

491 288

HLA-DPBL1 (chaine II-BETA, sous-classe HLA-DP, MHG|Homo sapiens

Ex1 Ex2 Ex3 Exd EX5
5 [ [—+— F—+— F—+—F——1
100 264 282 111 17

HLA-DQB1 (chaine II-BETA, sous-classe HLA-DQ, MH@& Homo sapiens

Exl Ekz Ex3 Erd ExG
57 ﬂ # # # D] # H
109 270 252 111 11

HLA-DRB1 (chaine II-BETA, sous-classe HLA-DR, MH@| Homo sapiens

E¥1 Exz EX3 E¥d EXS EXE
5 [T F—+— F————1—]
100 270 262 111 24 11

HLA-DMA (chaine II-ALPHA, sous-classe HLA-DM, MHCHb, Homo sapiens

E¥il ExZ Ex3 Exd EXS poluA
. PR e | |
4 (" 1 L 1] | |
i) 285 279 129 2 &
2143 629 21 402 230

HLA-DOA (chaine II-ALPHA, sous-classe HLA-DO, MHQH, Homo sapien)s

E¥il Exz EX3 Exd Ex5 polyA
. — | |
4 LT L H | |
G2 249 282 136 1 ]
1193 419 o5 238 2586

HLA-DMB (chaine II-BETA, sous-classe HLA-DM, MHC#H| Homo sapiens

Exl ExZ EX3 Exd Ex5 EXG poluA
. I l
4 Hiignl I I
ata} 282 288 117 36 14 &
1787 1227 1519 153 354 317

HLA-DOB (chaine II-BETA, sous-classe HLA-DO, MHChlIHomo sapiens

E¥l Exz EX3 Exd EXS EXE
ik (1 L [T —l
a1 270 282 111 32 33
1537 d4z2 436 2581 188
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MHC-I-like

Homo sapien®&ZGP1 (chaine I-ALPHA-LIKE, type de récepteur AZGPIlomo sapiens

EX1 ExZ EX3 Exd
T T 1 T — -
1 e IS Ny S L
67 261 276 261
3940

337 1]

Mus musculu®\ZGP1 (chaine I-ALPHA-LIKE, type de récepteur AZGRIus musculus

EX1 EXZ Ex3 Exd
[ o I e NN ey IR e -
[ " "
&1 261 276 323
3805

2056 1341

Homo sapien€D1D (chaine I-ALPHA-LIKE, type de récepteur CHMomo sapiens
Exl Exz

Ex3 E=d Ex5 Ex& polyf
N m m | -
&1 267 279 279 100 19 &
292 309 57 79 a5 728

Mus musculu€D1D1 (chaine I-ALPHA-LIKE, type de récepteur CMys musculus

EX1 ExZ Ex3 Exd ExD Ex6&
= — 11— 3
—— 1 [ [ U
&1 273 274 279
286

282 455

Rattus norvegicu€D1D1 (chaine I-ALPHA-LIKE, type de récepteur CIRiattus norvegicys

EX1 EXZ EX3 Exd EXS EX6
5r M ] ] 1 [I:D_[I 37
|| L 1 | I I
&l 270 279 279 100 19
269 274 445 596 g9

Homo sapien€D1E (chaine I-ALPHA-LIKE, type de récepteur CHgmo sapiens

Exi Exz Ex3 Exd ExS
RO | I I I ' | ’
4 L | | | | il &
58 267 270 279 a5
359 £24 257

392

Homo sapien&PCR (chaine I-ALPHA-LIKE, type de récepteur EPERRmMo sapiens

Exl Exz Ex3 Exd
& T« ] — Il 30
L1 I L
i 202 27 113
2477 1217 231

Mus musculu€PCR (chaine I-ALPHA-LIKE, type de récepteur EP@Ris musculus

Exl Exz Ex3 Exd
& T« ] — T 30
[ e L
a7 205 Zaa 113
1831 637 241
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Homo sapien§CGRT (chaine I-ALPHA-LIKE, type de récepteur FClGFRilomo sapien)s

Exl Enz Er3 Erd ExG Erg
A H "1 ] LT [ —>:
7 202 27h 271 117 107

405 77 2907 &3 435

Mus musculu§&CGRT (chaine I-ALPHA-LIKE, type de récepteur FClGRMus musculus

Ex1 EXZ EX3 Exd Ex5 E¥e  polun
=TTl | | | ——1 11 i -
L | | | L L
67 258 276 270 117 107 3
332 226 1232 368 170

Homo sapien$iFE (chaine I-ALPHA-LIKE, type de récepteur HFEgmo sapiens

Exl Exz Ex3 Exd EXS EXE polyA
= T | | - . 1 o
[ F—— | { — — 4 [—
76 264 276 276 114 33 &
3327 209 1093 158 953 2681

Mus musculu$iFE (chaine I-ALPHA-LIKE, type de récepteur HRJS musculus

Exl ExZ Ex3 Exgd E=S ExG
a4 264 285 276 111 35
2334 976 632 126 1214

Homo sapien#ICA (chaine I-ALPHA-LIKE, type de récepteur MIElomo sapiens

Exi Exz Ex3 Exd  ExS EXE
5 [ . | | | | T HII : ™ 3
L t | | | | H LI
70 255 288 279 138 125
6840 274 587 53 2551

Homo sapien$/ICB (chaine I-ALPHA-LIKE, type de récepteur MIElomo sapiens

Ext Ex2 EX3 Exd EXS EX6
P o IR | | |: [ —
3 [ | | .
70 255 288 279 132 125
7352 271 591 a9 2250

Mus musculudMR1 (chaine I-ALPHA-LIKE, type de récepteur MRMus musculus

Exl Ex2 EX3 Exd EXS ExG
e My ] T 1+ "
— " " —] ]
bl 261 276 276 Q9 a8
G857 663 3938 1624 1307

Homo sapienRAET1E (chaine I-ALPHA-LIKE, type de récepteur RAffomo sapiens

Ext Exz Ex3 Exd
. ! | | | | .
4 LI | | | | 3
&5 261 276 170
671 261 &80

Homo sapienRAET1H (chaine I-ALPHA-LIKE, type de récepteur RAFomo sapiens

E¥1 Exz EX3 Exd
5r 1 " 1 1 [I] 37
L K L I
a4 263 281 108
3152 Hoo 667
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Homo sapienRAET1I (chaine I-ALPHA-LIKE, type de récepteur RAHEomo sapien)s

Ex1 Ex2 Ex3 Exd
. . | | | .
5 [ —— | | | m 3
a5 264 276 110
a7z 214 655

Homo sapienRAETL1L (chaine I-ALPHA-LIKE, type de récepteur RAEomMo sapiens

Exl Ex2 EX3 Exd
e T I T 7
L1 ] (I
&5 264 282 110
3143 793 665

Homo sapien®RAET1N (chaine I-ALPHA-LIKE, type de récepteur RAEomo sapiens

Ex1 Exz EX3 Exd
- [ " [ 1 [ 1 :
5 [ —— | | | D] 3
& 264 276 107
7516 275 &
[ L-REGION [ COMMECTIMG-REGION

[ G-DOMAIM [] TRANSMEMERANE-REGION

[ c-LIKE-DOMAIN [ INTRACYTOPLASMIC-REGION
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Annexe 4. Modéle de I'origine évolutive des genesH\C-I et MHC-II (d’aprés Hughes and Nei 1993).

L[]  CLKE
L @]  G-LKE - H H -
— —{H H - — L[]  CLKE
L [01],[02] C-LIKE —H H i
- L [D2]  CLKE L (o] D21 CLKE
L [0  C-LKE — H H - — | LM H H -
- —H H - L [0z CLKE C-LIKE
{H H . o H__

Ce modeéle se base sur I'hypothese (supportée graalyse phylogénétique des séquences génomiquidi@el et MHC-II) de la précédence évolutive des geMHC-II par
rapport aux genes MHC-I ; les génes du MHC-I eladgeta2-microglobuline (B2M) seraient issus deetaombinaison de deux génes MHC-II. La représenmtate chaque géne est
ici simplifiée, et comporte uniquement les exorsspnts en 5'. L : exon leader. [D1] et [D2] indigukes domaines G-ALPHA1 et G-ALPHAZ2 de la chainetgique I-ALPHA des
protéines MHC-I ; les domaines G-ALPHA de la chdinreLPHA et G-BETA de la chaine II-BETA des prabéis MHC-II sont supposés étre leurs ancétres réfpet sont notés
ici [D1] et [D2] pour indiquer cette origine évoile.
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Annexe 5. Données de séquence et de structure 33 geotéines MHC-1, MHC-II et MHC-I-like.

Espéce Norq_ des Nombre Numéros d'accés de séquences : Fichiers de coordonnées de structure 3D (IMGT/3Dstructure-DB)
protéines  d'alléles Alléle EMBL SwissProt  Alléle Code
HLA-A 212 HLA-A*0201 K02883 P01892 HLA-A*0201 lakj, 1lao7, 1aqd, 1b0g, 1bO0r, 1bd2, 1duy, 1duz, leey, leez, 1hhg, 1hhh, 1hhi, 1hhj,
1hhk, 1hla, 1ilf, lily, 1i4f, 1i7r, 1i7t, 1i7u, 1im3, 1jf1, 1jht, 1Ip9, loga, 1p7q, lgew,
1arl, 1arn, 1gse, lasf, 1s9w, 1s9x, 1s9y, 1tvb, 1tvh, 2clr, 3hla
HLA-A*1101 1994, 1gvo
HLA-A*6801 1lhsb, 1tmc, 2hla
HLA-B 428 HLA-B*0702 AJ292075  P01889 HLA-B*0801 lagb, lagc, lagd, lage, lagf, 1m05, 1mi5
HLA-B*2705 1lhsa, 1jge, logt, 1rog, 1roh, 1roi, 1roj, 1rok, 1rol, 1uxs
HLA-B*2709 1k5n, 10f2, 1uxw
HLA-B*3501 laln, 1a9b, 1a9e, 1cg9, 1xh3
HLA-B*4402 1m6o
Hs HLA-B*4403 1n2r, 1sys
HLA-B*5101 1le27, 1e28
HLA-B*5301 lalm, lalo
HLA-Cw 94 HLA-Cw*0701  Y18499, P10321 HLA-Cw*0401 1im9, 1qqd
Y18533, HLA-Cw*0304  lefx
Y18534
HLA-E 3 HLA-E*0101 AF523277  P13747 HLA-E*0101 1mhe
HLA-E*0103 1kpr, 1ktl
HLA-F 1 HLA-F*0101 X17093 P30511
HLA-G 1 HLA-G*0101 J03027 P17693
H2-D1 4 H2-D1*02 M18523 P01899 H2-D1*01 1bii, 1ddh, 1qo3
H2-D1*02 1bz9, 1ce6, 1ffn, 1ffo, 1ffp, 1fg2, 1hoc, ling, 1jpf, 1jpg, 1juf, 1n3n, 1n5a, 1glf, 1s7u,
1s7v, 1s7w, 1s7x, 1wbx, 1wby
H2-K1 7 H2-K1*01 V00746, P01901 H2-K1*02 1lbgh, 1fo0, 1fzj, 1fzk, 1fzm, 1fzo, 1g6r, 1g7p, 1g7q, 1jtr, 1kbg, 1kj2, 1kj3, 1kpu,
V00747 1kpv, 1lleg, llek, 11k2, 1mwa, 1n59, 1nam, 1nan, losz, 1plz, 1p4l, 1rjy, 1rjz, 1rkO,
1rk1, 1s7q, 1s7r, 1s7s, 1s7t, 1tOm, 1tOn, 1vac, 1vad, 1wbz, 2ckb, 2mha, 2vaa, 2vab
Mm H2-K1*03 1169
H2-L 2 H2-L*02 V00749- P01897 H2-L*02 11d9, 1ldp
V00752
H2-M5 1 H2-M5*01 L14279
H2-Q7 10 H2-Q7*02 X03210, P14429 H2-Q7*03 1k8d
X03441
H2-T3 3 H2-T3*01 M13285 P14432 H2-T3*02 1lnez, 1r3h
Rn RT1-AA 1 RT1-AA*01 M31018 P16391 RT1-AA*01 led3, 1frt, lila, 1kjm, 1kjv, 3fru

MHC-I. Hs: Homo sapiendVim: Mus musculusRkn: Rattus norvegicud.a colonne 4 indique les alléles les plus repri&sedans les populations caucasiennes et lesrsude
référence. Pour chaque protéine, la structure 3@ @orésolution est la meilleure est en gras :alég(HLA-A, 1.4 A), 1k5n_A (HLA-B, 1.09 A), 1qqd_AHLA-Cw, 2.7 A),
1mhe_A (HLA-E, 2.85 A), 1wbx_A (H2-D1, 1.9 A), 1Ik2& (H2-K1, 1.35 A), 11d9_A (H2-L, 2.4 A), 1k8d_A @4Q7, 2.3 A), 1nez_A (H2-T3, 2.1 A), 1kjv_A (RT1-AA.48 A).
Les codes des fichiers de coordonnées correspoadantomplexe TR/pMHC-I sont soulignés.
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Espéce Nom _des Nombre Numéros d’'accés de séquences Fichiers de coordonnées de structure 3D (IMGT/3Dstructure-DB)
protéines d'alléles Allele EMBL SwissProt  Allele Code
Hs HLA-DPA1 12 HLA-DPA1*0103 X03100 019686
HLA-DPB1 87 HLA-DPB1*0401 M23906-M23908 Q30161
HLA-DQA1 17 HLA-DQA1*0501 784489 P01909 HLA-DQA1*0102 1luvg_A
HLA-DQA1*0302 1jk8 A
HLA-DQA1*0501  1s9v_A
HLA-DQB1 41 HLA-DQB1*0301 M25325 (c) Q29965 HLA-DQB1*0201 1s9v_B
HLA-DQB1*0302 1jk8 B
HLA-DQB1*0602 1uvqg_B
HLA-DRA 2 HLA-DRA*0101 J00203, J00204 P01903 HLA-DRA*0101 laba_A, laqd_G, 1bx2_A, 1d5m_A, 1d5x_A, 1d5z_A, 1d6e_A, 1dih_A,
1fvl_D, 1fyt A, 1h15 A, 1lhgr A, lhxy A, 1j8h_A, 1ljws_A, ljwm_A,
1ljwu_A, 1kgO_A, 1kig_A, 1klu_A, 1lo5_A, 1pyw_A, 1r5i_A, 1seb_A,
1sje_A, 1sjh_A, 1t5w_A, 1t5x A, lymm_A, 2seb_A
HLA-DRB1 268 HLA-DRB1*1402 AJ297583 (c) Q9GIY2 HLA-DRB1*0101 1laqd_H, 1dlh_B, 1fyt B, 1hxy B, 1jwm_B, 1jws_B, 1ljwu_B, 1kg0O_B,
1kgl_B, 1klu_B, 1lo5_B, 1pyw_B, 1r5i_B, 1seb_B, 1sje_B, 1sjh_B,
1t5w_B, 1t5x_B
HLA-DRB1*0301 1la6a_B
HLA-DRB1*0401 1d5m_B, 1d5x_B, 1d5z_B, 1d6e_B, 1j8h_B, 2seb_B
HLA-DRB1*1501 1bx2_B, lymm_B
HLA-DRB3 30 HLA-DRB3*0101 BC001023 (c) P13761
HLA-DRB4 6 HLA-DRB4*0101 M16942 (c) P14762
HLA-DRB5 12 HLA-DRB5*0101 M20429 (c) Q30154 HLA-DRB5*0101 1fvl_E, 1h15 B, 1hgr B
HLA-DMA 2 HLA-DMA*Q1 X62744 (c) (X76775)  (Q31604) HLA-DMA*Q1 1lhdm_A
HLA-DMB 3 HLA-DMB*01 X76776 P28068 HLA-DMB*01 lhdm_B
HLA-DOA 1 HLA-DOA*01 X02882 P06340
HLA-DOB 4 HLA-DOB*01 X87344 Q8WLR4
Mm H2-AA 9 H2-AA*02 V00832 (c) P01910 H2-AA*01 1llnu_A, 1muj_B
H2-AA*02 1d9k_C, liak_A, 1jl4_A
H2-AA*03 les0_A, 1f3j_A, liao_A, 2iad_A
H2-AA*04 1k2d A
H2-AB 5 H2-AB*02 M13538 (c) P06343 H2-AB*01 1lnu_B, 1muj_B
H2-AB*02 1d9k_D, liak_B, 1jl4_B
H2-AB*03 lesO_B, 1f3j]_B
H2-AB*04 liao_B, 2iad_B
H2-AB*05 1k2d_B
H2-EA 4 H2-EA*01 K00971 P01904 H2-EA*01 1fne_C, 1fng_C, 1i3r_E, liea_A, lieb_C, 1kt2_C, 1ktd_A, 1r5v_A, 1r5w_A
H2-EB1 2 H2-EB1*01 AF050157 078196 H2-EB1*01 1fne_D, 1fng_D, 1i3r_F, liea_B, lieb_D, 1kt2_D, 1ktd_B, 1r5v_B, 1r5w_B
H2-DMA 1 H2-DMA*01 AF100956 Q31621 H2-DMA*01 1k8i_A
H2-DMB1 2 H2-DMB1*02 U35323 Q31106
H2-DMB2 1 H2-DMB2*01 1k8i_ B
H2-DOA 1 H2-DOA*01 AK020594 (c) QIo9QWV1
H2-DOB 1 H2-DOB*01 M11800 Q31143

MHC-II. Hs: Homo sapiensMm : Mus musculusLa colonne 4 indique les alléles les plus repri&sedans les populations caucasiennes et lesrassude référence. Pour chaque

protéine, la structure 3D dont la résolution eshéilleure est représentée en gras : 1uvq (1.8, (1.9 A), 1klu (1.93 A), 1hdm (2.5 A), liak @A), 1fne (1.9 A), 1k8i (3.1 A).
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Type de Espéce Nom des Nombre Numéros d'accés de séquences Fichiers de coordonnées de structure 3D
récepteur protéines dalléles  Alléle EMBL SwissProt ___Alléle Code
AZGP1 Hs AZGP1 1 AZGP1*01 D14034 P25311 AZGP1*01 1t7v, 1t7w, 1t7x, 1t7y, 1t7z, 1t80, 1zag
Mm AZGP1 1 AZGP1*01 AF281658 Q64726
Rn AZGP1 1 AZGP1*01 X75309 (c) Q63678
CD1 Hs CD1A 1 CD1A*01 M28825 (c) P06126 CD1A*01 1xz0, long
CD1B 1 CD1B*01 M28826 (c) P29016 CD1B*01 1azp, 19zq, luas
CDi1C 1 CDicC*01 M28827 (c) P29017
CD1D 1 CD1D*01 X14974 P15813
CD1E 1 CD1E*01 X14975 P15812
Mm CD1D1 1 CD1D1*01 X13170 P11609 CD1D1*01 lcdl
Rn CD1D1 1 CD1D1*01 AB029486 Q9R1S6
EPCR Hs EPCR 1 EPCR*01 AF106202 Q9UNNS8 EPCR*01 118j, llgv
Mm EPCR 1 EPCR*01 AF162695 Q64695
Bt EPCR 1 EPCR*01 L39065 (c) Q28105
FCGRT Hs FCGRT 1 FCGRT*01 AF220542 P55899 FCGRT*01 lexu
Mm FCGRT 1 FCGRT*01 D37872, D37873 Q61559
Rn FCGRT 1 FCGRT*01 X14323 (c) P13599 FCGRT*01 1frt, 3fru
Bt FCGRT 1 FCGRT*01 AF139106 (c)
HFE Hs HFE 1 HFE*01 792910 030201 HFE*01 1la6z, 1de4d
Mm HFE 1 HFE*01 AF007558 P70387
Rn HFE 1 HFE*01 AJ001517 (c) 035799
MIC Hs MICA 1 MICA*01 L14848 (c) 029983 MICA*01 1b3j, 1hyr
MICB 1 MICB*01 X91625 (c) 029980 MICB*01 lje6
MR1 Hs MR1 1 MR1*01 AL356267 Q9TOK3
Mm MR1 1 MR1*01 AF035672 019478
Rn MR1 1 MR1*01 Y13972 (c) 019477
RAE Hs RAET1E 3 RAET1E*01 AL355312 Q8TDO0O7
RAET1H 2 RAET1H*01  AL583835 Q9BZM5
RAET1I 2 RAET1*01 AL355497 Q9BZM6
RAET1L 2 RAET1L*01 AL355497 Q5VvY80
RAET1N 1 RAETIN*01 AL355497 Q9BZM4 RAET1IN*01 1kca
Mm RAE1B 1 RAE1B*01 D64161 (c) 008603 RAE1B*01 1jfm, 1jsk
RAE1G 1 RAE1G*01 D64162 (c) 008604
RN RAE1B 1 RAE1B*01
RAE1G 1 RAE1G*01

MHC-I-like. Hs: Homo sapiensMm ;

Mus musculusRn: Rattus norvegicysBt: Bos taurus La colonne 5 indique les alléles correspondamnt stquences de référence dans
IMGT. Pour chaque protéine, la structure 3D dontésolution est la meilleure est représentée es :gtirv_A Hs AZGP1, 1.95 A), long_AHs CD1A, 2.15 A), 1gzq_AHs
CD1B, 2.26 A), 1cd1_ANIm CD1D1, 2.67 A), 1lqv_AKs EPCR, 1.6 A), 1exu_AHs FCGRT, 2.7 A), 3fru_ ARNFCGRT, 2.2 A), 1a6z_AHs HFE, 2.6 A), 1hyr_CHs MICA,

2.7 A), 1je6_A HsMICB, 2.5 A), 1kcg_C (Hs RAETIN, 2.6 A), 1jfm_A (M RAE1B, 2.85 A). Les génes MICA et MICB sont haméait polymorphes ; les alléles de MICA sont
décrites par Frigoul et Lefranc (2005). Les codesfithiers de coordonnées correspondant & un esmpHC-I-like/ligand sont soulignés.
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Annexe 6. Regroupements des acides aminés selorrdquropriétés physico-chimiques.

Groupes d'acides aminés

Propriété physico-chimiquRéférence bibliographique

DNEQKR Hydrophile IMGT amino acid hydropathy
IVLFCMAW Hydrophobe (Pommié et al. 2004)
GTSYPH Neutre

GAS Trés petit (60-90A IMGT amino acid volume
CDPNT Petit (108-117A (Pommié et al. 2004)
EVQH Moyen (138-1543

MILKR Large (162-174K)

FYW Trés large (189-228%

DE Acide (Wu and Brutlag 1995)
NQ Amide

FYw Aromatique

RHK Basique

ST Hydroxyle

AGILPV Neutre

CM Sulfure

DE Acide (Wu and Brutlag 1995)
NQ Amide

FYw Aromatique

RHK Basique

ST Hydroxyle

CM Sulfure

ILV

AG

P Proline

DE Acide IMGT amino acid chemical
NQ Amide characteristics

F Phenylalanine (Pommié et al. 2004)
Y Tyrosine

w Tryptophane

RHK Basique

ST Hydroxyle

CM Sulfure

AVIL Aliphatique

G Glycine

P Proline
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Annexe 7. Bootstrap et validation croisée.

Les classifieurs supervisés sont construits arpditin échantillon d’apprentissage, et leur
performance est ensuite évaluée sur un échantiaest ; ces deux types d’échantillons sont
non redondants. Les jeux de données de tailleeiedrne peuvent pas étre divisés en un
échantillon d’apprentissage et un échantillon d# te taille suffisante, et nécessitent des

stratégies alternatives :

* bootstrap (Efron 1979). Pour un jeu deobservations, le principe est de sélectionner
aléatoirement. ensembles d@ observations avec remise a chaque sélection uohde
ces ensembles est utilisé itérativement comme éidbard’apprentissage. Chacun des
classifieurs est alors testé sur le jeu de donidgal, et la performance globale est

évaluée par la moyenne destests.

» validation croisée (Hand 1986). Pour un jeurdebservations, le principe est de réaliser
la phase d’apprentissage sor1 observations, de tester le classifieur sur I'obesgon
restante, et d’itérer le processngois. La performance globale du classifieur estlése

par la moyenne des tests.

La méthode de bootstrap est couramment utilisée pwaluer la robustesse des arbres
phylogénétiques ; lea observations du jeu de données correspondent alorge positions

de I'alignement multiple.

Efron, B., Bootstrap methods: another look at #toklnife,Annals Staf.1979, 7, 1-26.
Hand, D.J., Recent advances in error rate estima®@ttern Recognition Letted 986, 4, 335-346.
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Annexe 8. Les mesures d’entropie relative, d’inforration mutuelle et du x°.

Ce sont les mesures les plus couramment utilisg@asigentifier les sites discriminants entre
différentes sous-familles de séquences protéiquaméas. Ces sites présentent des
caractéristiques (telles que par exemple les acal®nés observés) majoritairement

conservées au sein de chaque classe de séqudrtifférentes entre les classes.

L’entropie de Shannon (1948) est une mesure stdrdfarariabilité position-dépendante des

séquences d’'un alignement multiple :
20
S, = —Z f.()log f (i),
i=1

aveci représentant par exemple les 20 acides aminéﬁg,(é) la fréquence de I'acide aminé
i a la positionp. Plus une position est variable, plus sa valeentlbpie sera élevée ; le
maximum d’entropie pour une position donnée dépeod nombre de séquences de
I'alignement multiple. Shenkin et al. (1991) ontsren évidence I'intérét de cette mesure pour
localiser les régions hypervariables (CDR) des ptsags des cellules T, et son caractere

généralisable a I'étude des protéines.

L’entropie relative est une mesure de distanceeesux distributions de probabilités ; cette
mesure est issue de la théorie de linformatiorest également connue sous le nom de
distance de Kullback-Leibler (Cover and Thomas 198%ntropie relative est couramment
utilisée pour comparer la distribution des fréquesnd’acides aminés a une position donnée
respectivement pour une classe de séquences et lgmsemble des séquences de
I'alignement (Hannenhalli and Russel 2000) :

20 L o fp (i,j)

RE, => > f,(i j)log—-5-,

i=1j=1 fp (')
avec f (i,j) la fréquence de I'acide amineéa la position p des séquences de la classe
j (parmi L classes) ; la mesure d’entropie relative est négative, et nulle si les deux

distributions sont identiques.

L’information mutuelle (Cover and Thomas 1991) a&sition p d’'un alignement multiple
reflete I'association statistique entre les vaeabl et | représentant par exemple les acides
aminés et les classes de séquences, et est didinie

=1 j=1 I
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avec f(j) la fraction de séquences de la famille appartedatd classej ; la mesure
d’'information mutuelle est non négative, et nullecss deux variables sont statistiguement
indépendantes.

Des mesures de signification statistique permetots d’identifier les positions de
I'alignement multiple caractérisées par des valedientropie relative ou d’information
mutuelle significatives, et qui constituent ainesdites significativement discriminants entre

les classes de séquences.

Si I'on considere la table de contingence suivante
c ... C
CT, = 91 My ,
: n
O My

avecn, le nombre d'occurrence de I'acide amine (ou dwpeod’acides amines), dans les
séquences de la sous-famills pour la positionp de l'alignement multiple de la famille
d’intérét, I'expression de I'information mutuelle dette position est

MI, =ii%log(—n” -

i1 jo1 n,xn,

La capacité de discrimination d’une positignpeut également étre estimée par la mesure du

x> & partir de la table de contingenca,, :

avec
) n:[ :

La mesure dix’ est d’autant plus élevée que les varialjest C sont corrélées, c’est-a-dire

que la distribution des acides aminés a la posipoast corrélée a la partition des séquences

de la famille en sous-familles; une valeur ¢ élevée indique donc une position

discriminante.

Cover, T.M. and Thomas, J.A]ements of information theqryohn Wiley and Sons, New York, 1991.

Hannenhalli, S.S. and Russel, R.B., Analysis arefliption of functional sub-types from protein seugee
alignments,). Mol. Biol, 2000, 303, 61-76.

Shenkin, P.S., Erman, B. And Mastrandrea, L.D.prmition-theorical entropy as a measure of sequence
variability, Proteing 1991, 11, 297-313.
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Abstract

IMGT, the international InMunoGeneTics information system® (http://imgt.cines.fr) provides a common access to expertly
annotated data on the genome, proteome, genetics and structure of immunoglobulins (IG), T cell receptors (TR), major
histocompatibility complex (MHC), and related proteins of the immune system (RPI) of human and other vertebrates. The
NUMEROTATION concept of IMGT-ONTOLOGY has allowed to define a unique numbering for the variable domains
(V-DOMAINSs) and for the V-LIKE-DOMAINS. In this paper, this standardized characterization is extended to the constant
domains (C-DOMAINs), and to the C-LIKE-DOMAINSs, leading, for the first time, to their standardized description of
mutations, allelic polymorphisms, two-dimensional (2D) representations and tridimensional (3D) structures. The IMGT unique
numbering is, therefore, highly valuable for the comparative, structural or evolutionary studies of the immunoglobulin
superfamily (IgSF) domains, V-DOMAINs and C-DOMAINs of IG and TR in vertebrates, and V-LIKE-DOMAINs and
C-LIKE-DOMAINSs of proteins other than IG and TR, in any species.
© 2004 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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histocompatibility complex (MHC), and related
proteins of the immune system (RPI) of human
and other vertebrates [1-14]. IMGT provides a
common access to expertly annotated data on the
genome, proteome, genetics and structure of the IG,
TR, MHC, and RPI, based on the IMGT Scientific
chart rules and on the IMGT-ONTOLOGY concepts
[15]. More particularly, the IMGT unique number-
ing [16-18], based on the NUMEROTATION
concept of IMGT-ONTOLOGY, has been set up to
provide a standardized description of mutations,
allelic polymorphisms, two-dimensional (2D) and
tridimensional (3D) structure representations of the
IG and TR variable domains (V-DOMAINSs),
whatever the antigen receptor, the chain type or
the species [18]. The IMGT unique numbering for
V-DOMAINSs is used in all the IMGT components
[3-8]: databases (IMGT/LIGM-DB [19], IMGT/
PRIMER-DB [20], IMGT/GENE-DB [21], IMGT/
3Dstructure-DB [22]), tools for sequence and
structure analysis (IMGT/V-QUEST [23], IMGT/
JunctionAnalysis [24], IMGT/Allele-Align, IMGT/
PhyloGene [25], IMGT/StructuralQuery [22]), and
Web resources (‘IMGT Protein displays’ [26,27],
‘IMGT Colliers de Perles’ 2D representations [28],
and ‘IMGT Alignments of Alleles’ [29,30]; see
IMGT Repertoire, http://imgt.cines.fr). Interestingly,
the IMGT unique numbering for V-DOMAIN was
fully applicable to the V-LIKE-DOMAINs of
proteins other than IG and TR [18], although their
genomic structure (V-LIKE-DOMAINs are often
encoded by one exon) is different from that of the
IG and TR V-DOMAINs (encoded by the
rearranged V—(D-)J genes).

In this paper, the standardized IMGT unique
numbering is extended to the IG and TR constant
domains (C-DOMAINSs) of the IG and TR of all jawed
vertebrates, and to the C-LIKE-DOMAINS of proteins
other than IG and TR of any species. The IMGT
unique numbering represents therefore a major step
forward for the comparative analysis and for the 2D
and 3D structure and evolution studies of the
immunoglobulin superfamily (IgSF) domains,
V-DOMAINs and C-DOMAINs of IG and TR in
vertebrates, and V-LIKE-DOMAINs and C-LIKE-
DOMAINSs of proteins other than IG and TR, in any
species.

2. C-DOMAIN definition and relations
with C-REGION

The C-DOMAIN of an IG or TR chain is a 3D
structural unit comprising about 100 amino acids in
seven antiparallel beta strands, on two sheets
[31-33]. The seven strands of the C-DOMAIN,
designated as A, B, C, D, E, F and G, have a
topology and 3D structure similar to that of a
V-DOMAIN without its C’ and C” strands. Indeed,
the C-DOMAIN beta sandwich fold is built up
from the seven beta strands arranged so that four
strands form one beta sheet, and three strands form
a second sheet [31-33]. Depending from the
topology of the D strand, which can be in one or
the other sheet, the beta sandwich comprises ABE
and GFCD, or ABED and GFC. ABE and GFC are
closely packed against each other and joined
together by a disulfide bridge from strand B in
the first sheet with strand F in the second sheet
[31], conserved in both the C-DOMAINs and
V-DOMAINs. Amino acids with conserved phy-
sico-chemical characteristics form and stabilize the
framework by packing the beta sheets through
hydrophobic interactions giving a hydrophobic core
[31,34].

Whereas the C-DOMALIN is a structural unit of an
IG or TR chain, the C-REGION represents the part of
an IG or TR chain encoded by the C-GENE [29,30].
Depending on the IG or TR chain type, the
C-DOMAIN may correspond to a complete
C-REGION, or to most of the C-REGION, or to
only part of the C-REGION (if the C-REGION
comprises several C-DOMAINs). As respective
examples, (i) the domains C-KAPPA, C-LAMBDA
and C-IOTA correspond to the complete C-REGION
of an IG kappa, lambda, and iota chains, respectively
(if the IG light chain type is not specified, the domain
is designated as CL); (ii) the domains C-ALPHA,
C-BETA, C-GAMMA and C-DELTA correspond to
most (but not to the entirety) of the C-REGION of the
TR alpha, beta, gamma and delta chains, respectively
(indeed, the TR chains are transmembrane proteins
whose C-REGION encoded by the C-GENE
comprises, in addition to the C-DOMAIN, the
CONNECTING-REGION, the TRANSMEMBRANE-
REGION, and the INTRACYTOPLASMIC-REGION)
[29,30]; (iii) the domains CHI, CH2, CH3 and,
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if present, CH4, correspond to only part of the
C-REGION of the IG heavy chains (e.g. the domains
CHI, CH2 and CH3 of the human IGHGI represent
98, 110 and 105 amino acids, respectively, on a total
of 399 or 330 amino acids for the complete
C-REGION of a membrane gamma 1 chain or that
of a secreted gamma 1 chain, respectively [29])
(Fig. 1). It is worth to note that these relations between

C-DOMAIN and C-REGION are quite different from
those between V-DOMAIN and V-REGION, since
the V-DOMAIN of an IG or TR chain results from the
junction of two or three different regions: V and J (V-
J-REGION of the IG light chains, and of the TR alpha
and gamma chains), or V, D and J (V-D-J-REGION
of the IG heavy chains, and of the TR beta and delta
chains) [29,30] (Fig. 1).

A
EXONS
CHL H CHz CH3 M1 Mz
T —HCH 00—
294 45 330 320 131 al
B
DOMAINS V-DOMAIN CHL CHZ CH3
I | 93 | | 110 | 105 |
¥ | [] L —~
[ Y LJ] 328 15 27 26|
REGIONS
Y- 0-J-REGION C-REGIOM
Membrane gamma
heavy chain
DOMAINS W-DOMATH CHL CHz CH3
I I 95 1 110 [ 105 |
- — L i |-
| W CLJ] 328 2|
REGIONS Y-0-J-REGION C-REGION Secreted gammar
heavy chain
[ v-REGION [ c-DoMAIN [ CONNECTING-REGION
[ D-REGION [ HIWGE-REGION [ TRANSMEMBRANE-REGIOM
[ J-REGION Bl cH-s [ INTRACYTOPLASMIC-REGION

Fig. 1. Correspondence between exons, domains and regions. (A) Exons of the Homo sapiens IGHG1 gene shown as an example. Length of the
exons are in base pairs. Introns are not at scale (see Ref. [29] for a representation at scale). (B) Domains and regions of a Homo sapiens
membrane and secreted IG gamma 1 heavy chain shown as examples. Lengths of the domains and regions are in number of amino acids. The
CH3 exon (320 nucleotides) encodes 107 amino acids (105 amino acids of the CH3 domain and 2 amino acids of CH-S, only present in the
secreted gamma 1 chain). Exon M1 (131 nucleotides) encodes 44 amino acids (the 18 amino acids of the CONNECTING-REGION and 26 of
the 27 amino acids of the TRANSMEMBRANE-REGION), exon M2 (81 nucleotides) encodes 27 amino acids (the last amino acid of the
TRANSMEMBRANE-REGION and the 26 amino acids of the INTRACYTOPLASMIC-REGION). (Human IGHC ‘Alignments of Alleles’

and Protein displays in IMGT Repertoire, http://imgt.cines.fr and [29]).
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3. IMGT unique numbering for C-DOMAIN

Owing to the high conservation of the structure of
the immunoglobulin fold, the IMGT unique number-
ing for the C-DOMAINSs of the IG and TR chains
is derived from the IMGT unique numbering for
V-DOMAIN [16-18], based on the NUMEROTA-
TION concept of IMGT-ONTOLOGY. In the IMGT
unique numbering, the conserved amino acids always
have the same position, for instance Cysteine 23
(1st-CYS), Tryptophan 41 (CONSERVED-TRP),
hydrophobic amino acid 89, Cysteine 104
(2nd-CYS). The hydrophobic amino acids of the
antiparallel beta strands (framework regions) are also
found in conserved positions [29,30].

In order to set up the IMGT unique numbering for
C-DOMAIN, we first identified the amino acid
positions, which correspond to equivalent positions
in the V-DOMAIN. This correspondence was estab-
lished by sequence alignment comparison of anno-
tated IG and TR from the IMGT/LIGM-DB database
[5,8,19] and by structural data analysis of IG and TR
with known 3D structures from IMGT/3Dstructure-
DB, http://imgt.cines.fr [22]. Seventy-two positions
were identified as structurally equivalent between
the C-DOMAIN and the V-DOMAIN, when the
strands A to G were compared. They comprise:
positions 1-15 (strand A), 16-26 (strand B), 3945
(strand C), 77-84 (strand D), 85-96 (strand E),
97-104 (strand F), 118-128 (strand G) (Table 1).
These positions are boxed in Fig. 2 and are indicated
in the header upper line of the IMGT Protein display
(Fig. 3) (Ruiz M., Martinez-Jean C. and Lefranc M.-P.

IMGT Repertoire (for IG and TR) > Protein displays,
on-line 27/02/2001, http://imgt.cines.fr).

We then identified the C-DOMAIN characteristic
positions. These positions, shown in the header lower
line of the IMGT Protein display (Fig. 3), comprise
either additional or missing amino acid positions in
the C-DOMAIN compared to the V-DOMAIN.
Thirty-seven additional positions are characteristic
of the C-DOMAIN numbering and are designated by a
number followed by a dot and a number (Table 1):
1.1-1.9 at the N-terminal end of the C-DOMAIN,
15.1-15.3 at the AB turn, 45.1-45.9 which represent
a characteristic transversal strand CD, 84.1-84.7,
85.7-85.1 at the DE loop (these positions correspond
to longer antiparallel D and E strands in the
C-DOMAIN), 96.1 and 96.2 at the EF turn. Interest-
ingly, the additional positions 45.1-45.9 in the
C-DOMAIN, compared to the V-DOMAIN, corre-
spond to structural differences between the V- and
C-DOMAINSs. Indeed, these positions 45.1-45.9
represent a transversal strand between C and D in
the C-DOMAIN whereas, in contrast, C’ and C” in the
V-DOMAIN are antiparallel strands. Thirty-three
positions are missing in the C-DOMAIN compared
to the V-DOMAIN. Thirty-one of these missing
positions (46-76) correspond to the last amino acid
of the C strand, to the two C’ and C” strands, and to
the C'C" (or CDR2-IMGT) loop of the V-DOMAIN
[18]. The last two missing positions (37 and 38) are in
the BC loop. The C-DOMAIN BC loop has a
maximum length of 10 amino acids (positions 27—
36) compared to the maximum length of 12 amino
acids for the equivalent V-DOMAIN CDRI1-IMGT.

Table 1

Rules for gaps and additional positions in C-DOMAIN and C-LIKE-DOMAIN

A-Length of the A strand (positions 1.9-1.1, 1-15) and B strand (positions 16-26), and gaps at the AB turn

Examples A strand 1.9-1.1%, 1-15 B strand 16-26 Number of

Species Gene Domain Number of Gap A strand  Gap B strand ~ £Aps at the
additional pos- positions” length positions®  length AB turn
itions at the (16-24)* (8-11)
N-terminus

Homo sapiens IGHG1 CH1, CH3 4 19 11 0

Homo sapiens IGHGI CH2 6 21 11 0

Mus musculus CDI1D C-LIKE [D3] 1 15 15 16 10 2

Homo sapiens ~ HLA-B C-LIKE [D3] 1 14 15 14 16 10 3

Homo sapiens ~ TRAC C-ALPHA 5 1013 14 15 16 16 10 4

Homo sapiens ~ TRDC C-DELTA 6 1012131415 16 16 17 18 8 7

(continued on next page)
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Table 1 (continued)
B-Length of the AB turn (positions 15.1-15.3)

Examples AB turn 15.1-15.3

Species Gene Domain Additional positions® AB turn length (0-3)°
Homo sapiens IGHG1 CHI1, CH3 0

Homo sapiens TRBC2 C-BETA2 15.1 1

Homo sapiens CD4 C-LIKE [D2] 15.1 1

Homo sapiens IGHGI CH2 15.1 152 2

C-Length of the BC loop (positions 27-36)

Examples BC loop 27-36
Species Gene Domain Number of gaps Gap positions® BC loop length
(6-10)°
Homo sapiens IGHG1 CH2 0 10
Homo sapiens IGHE CH3 0 10
Mus musculus IGHE CH3 1 32 9
Homo sapiens IGHG1 CH1, CH3 2 3132 8
Homo sapiens TRAC C-ALPHA 3 313233 7
Mus musculus IGHD CHI1 4 30 31 32 33 6
D-Length of the C strand (positions 39—45) and CD transversal strand (positions 45.1-45.9)
Examples C strand 39-45 CD transversal strand® 45.1-45.9
Species Gene Domain C strand length (7)®  Additional CD length
positionsf 0-9)f
Homo sapiens TRAC C-ALPHA 7 0
Homo sapiens CD4 C-LIKE [D4] 7 0
Homo sapiens TRDC C-DELTA 7 45.1 1
Homo sapiens FCGRI1A C-LIKE [D1] 7 45.1,45.2 2
Homo sapiens FCGRI1A C-LIKE [D2] 7 45.1-45.3 3
Homo sapiens IGHG1 CH1 7 45.1-45.3 3
Homo sapiens IGHG1 CH2, CH3 7 45.1-45.4 4
Homo sapiens TRBC2 C-BETA2 7 45.145.5 5
Homo sapiens TRGC1 C-GAMMAL1 7 45.1-45.5 5
Homo sapiens HLA-B C-LIKE [D3] 7 45.1-45.5 5
Homo sapiens IGHA1 CH3 7 45.1-45.6 6
Sus crofa IGHE CH3 7 45.1-45.7 7
Anarhichas minor IGHC1S1 C-IOTA 7 45.1-45.9 9
Seriola quinqueradiata 1GIC1S22 C-IOTA 7 45.1-45.9 9
Siniperca chuatsi IGIC1S3 C-IOTA 7 45.1-45.9 9
Siniperca chuatsi IGIC1S5 C-IOTA 7 45.1-45.9 9
E-Length of the D strand (positions 77-84) and E strand (positions 85-96), and gaps at the DE
Examples D strand 77-84" E strand 85-96 Number of
Species Gene Domain Gap positions' ~ Dstrand length ~ Gap positions  E strand length ~ &3ps at the
(5*8)}1 (8712)1' DE turn
Homo sapiens IGHG1 CH2, CH3 8 12 0
Homo sapiens FCGRI1A C-LIKE [D2] 83 84 6 85 86 10 4
Homo sapiens FCGRI1A C-LIKE [D1] 82 83 84 5 85 86 10 5
F-Length of the DE turn (positions 84.1-84.7, 85.7-85.1)
Examples DE turn 84.1-84.7, 85.7-85.1
Species Gene Domain Additional positions* DE turn length (6-14)F
Meleagris gallopavo Telokin C-LIKE [D] 84.1 1
Homo sapiens CD4 C-LIKE [D4] 84.1 1
Homo sapiens CD3E C-LIKE [D] 84.1, 84.2, 85.1, 85.2 4

(continued on next page)
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Table 1 (continued)

Examples DE turn 84.1-84.7, 85.7-85.1
Species Gene Domain Additional positions® DE turn length (6-14)"
Homo sapiens ICAM1 C-LIKE [D1] 84.1-84.3, 85.1, 85.2 5
Mus musculus IGHE CH1 84.1-84.3, 85.1-85.3 6
Homo sapiens TRDC C-DELTA 84.1-84.4, 85.1-85.4 8
Homo sapiens TRGC1 C-GAMMAI1 84.1-84.4, 85.1-85.4 8
Homo sapiens IGHG1 CH1, CH2, CH3 84.1-84.4, 85.1-85.4 8
Mus musculus TRBCI C-BETAl 84.1-84.5, 85.1-85.4 9
Canis familiaris IGHA CH3 84.1-84.5, 85.1-85.5 10
Homo sapiens IGHA1 CH3 84.1-84.6, 85.1-85.5 11
Homo sapiens IGHM CH2 84.1-84.6, 85.1-85.6 12
Homo sapiens TRBC2 C-BETA2 84.1-84.7, 85.1-85.6 13
Homo sapiens TRAC C-ALPHA 84.1-84.7, 85.1-85.7 14
G-Length of the E strand (positions 85-96) and F strand (positions 97-104), and gaps at the EF turn
Examples E strand 85-96 F strand 97-104 Number of
Species Gene Domain Gap positions  E strand length ~ Gap positions  F strand length ~ £2ps at the
(8—12)1 4-8)™ EF turn
Homo sapiens IGHG1 CH2, CH3 12 8 0
Homo sapiens FCGR2A C-LIKE [D1] 85 86 96 9 8 1
Homo sapiens IGHG1 CH1 96 11 8 1
Bos taurus IGHG1 CH1 96 11 97 7 2
Homo sapiens TRGC1 C-GAMMA1 96 11 97 7 2
Homo sapiens HLA-B C-LIKE [D3] 9596 10 97 7 3
Rattus norvegicus IGHG2B CH1 91 92" 10 97 7 3
Homo sapiens TRDC C-DELTA 95 96 10 97 98 6 4
Oryctolagus cuniculus  IGHG CH1 95 96 10 97 98 6 4
Homo sapiens TRAC C-ALPHA 93 94 95 96 8 97 98 99 100 4 8
H-Length of the EF turn (positions 96.1-96.2)
Examples EF turn 96.1-96.2
Species Gene Domain Additional positions® EF turn length (0.2)°
Homo sapiens IGHG1 CH1, CH2, CH3 0
Homo sapiens TRBC2 C-BETA2 96.1 1
Homo sapiens IGHM CHI1 96.1 96.2 2
I-Length of the FG loop (positions 105-117) (except for the C-BETA domains)
Examples FG loop 105-117
Species Gene Domain Number of gaps Gap positions FG loop length (7-13)P
Homo sapiens IGHE CH1 0 13
Mus musculus TRAC C-ALPHA 1 111 12
Homo sapiens IGHG1 CH3 1 111 12
Homo sapiens IGHGI1 CH1, CH2 2 111 112 11
Homo sapiens FCGR2A C-LIKE [D2] 3 110 111 112 10
Ovis aries IGHA CH2 4 110 111 112 113 9
Homo sapiens FCGR2A C-LIKE [D1] 6 109 110 111 112 7
113114
J-Length of the FG loop of the C-BETA domains (positions 105-111.6, 112.6-117)
Examples FG loop 105-111.6, 112.6-117
Species Gene Domain Number of Additional FG loop length (25)9
additional positions positions?
Homo sapiens TRBC2 C-BETA2 12 111.1-111.6, 25
112.1-112.6

(continued on next page)
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K-Length of the G strand (positions 118-128)

Examples G strand positions 118-128
Species Gene Domain C-terminal G strand length
positions 4-11)"

Homo sapiens IGHG1 CHI1 121 4
Homo sapiens HLA-A C-LIKE [D3] 121 4
Mus musculus IGHE CHI1 122 5
Homo sapiens IGHG1 CH2, CH3 125 8
Mus musculus IGHE CH2, CH3, CH4 125 8
Mus musculus TRBC1 C-BETALl 125 8
Homo sapiens IGKC C-KAPPA 126 9
Homo sapiens FCGR2A C-LIKE [D2] 126 9
Homo sapiens IGLC1 C-LAMBDAL1 127 10
Homo sapiens FCGRI1A C-LIKE [D1] 127 10
Homo sapiens FCGR2A C-LIKE[D1] 127 10

Rules are described by comparison to the IMGT unique numbering for V-DOMAIN and V-LIKE-DOMAIN [18]. Gaps and additional positions
were confirmed for proteins with known 3D structures (PDB codes in IMGT Repertoire > Protein displays, http://imgt.cines.fr). Strand, turn and
loop lengths are shown, in number of amino acids between parentheses, in the table headers.

# Up to nine additional positions (numbered 1.1-1.9, starting from position next to 1 towards the N-terminal end) may be found at the
N-terminal end of the A strand. The maximal length of the A strand is 24 amino acids.

® Gap positions are based on 3D structures, and if 3D structures are not known, gaps are equally distributed on strands A and B with, for an odd
number, one more gap on strand A.

¢ C-DOMAIN and C-LIKE-DOMAIN may have additional amino acids (potentially 3) at the AB turn, which define the AB turn length.

d Gap positions start with 32, then 31, 33, 30.

¢ The maximum length of the BC loop is 10 amino acids. If the number of amino acids is odd, there is one more amino acid position on the left.
There are no positions 37 and 38 in C-DOMAINs and C-LIKE-DOMAINs.

 The maximum length of the C strand is seven amino acids. There is no position 46 in C-DOMAINs and C-LIKE-DOMAINS.

€ The CD transversal strand is characteristic of the C-DOMAIN and C-LIKE-DOMAIN. The maximum length of the CD strand is 9 amino
acids, found in Teleostei IGIC (available online in IMGT Repertoire http://imgt.cines.fr): IGIC1S1 (AF137397) gene of Spotted wolffish
(Anarhichas minor), 1GIC1522 (AB062662) gene of Five-ray yellowtail (Seriola quinqueradiata), 1IGIC1S3 (AF454470) and IGIC1S5
(AY013294) genes of Chinese perch (Siniperca chuatsi). However, since this length is exceptional, usual IMGT Collier de Perles only display
seven positions. Amino acid positions are added from left to right in sequence alignments.

" The maximal length of the D strand is eight amino acids. There are no positions 75 and 76 in C-DOMAINs and C-LIKE-DOMAINs.

! Gap positions are based on 3D structures, and if 3D structures are not known, gaps at the DE turn are equally distributed on strands D and E
with, for an odd number, one more gap on strand D.

J The maximum length of the E strand is 12 amino acids. Note that the E strand length also depends from gaps found at the EF turn, which is
reflected by E strand lengths of eight and nine amino acids, as described in Table 1G.

¥ Most of the C-DOMAINs and C-LIKE-DOMAINs have additional amino acids (potentially 14) at the DE turn which extend the D and E
antiparallel beta strands. The number of additional positions defines the DE turn length. The numbering of the additional positions starts from
positions next to 84 and 85, respectively, towards the top of the DE turn. If the number of additional amino acids is odd, there is one more
position on the left.

! The maximal length of the E strand is 12 amino acids. Note that the E strand length also depends from gaps found at the DE turn (gap
positions 85, 86 shown in italics, for the Homo sapiens FCGR2A) as described in Table 1E.

™ The maximal length of the F strand is eight amino acids. Gap positions are based on 3D structures, but if 3D structures are not known, gaps
are based on sequence alignments.

" Gaps were assigned by sequence alignment with the CH1 of the IGHG2A and IGHG2C.

© C-DOMAIN and C-LIKE-DOMAIN may have additional positions (potentially 2) at the EF turn, which define the EF length.

P Except for the C-BETA domains (TRBC sequences) described in Table 1J, the maximal length of the FG loop is 13 amino acids. For an odd
number of gaps, there is one more gap on the left (starting with position 111).

9 C-BETA domains (TRBC sequences) have an insertion of 12 positions between 111 and 112. The length of the FG loop in C-BETA domains
is 25 amino acids. The numbering of the additional positions starts from positions next to 111 and 112, respectively, towards the top of the FG
loop.

" If longer G strands are found, positions will be numbered consecutively.
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Rules for gaps and additional positions in
C-DOMAIN and C-LIKE-DOMAIN are described
in details in IMGT Scientific chart (http://imgt.cines.
fr) and in Table 1. Correspondence between the
C-DOMAIN and V-DOMAIN IMGT unique number-
ing is shown in Fig. 2 with an Homo sapiens IGLV2-
23 - IGLJ2 V-DOMAIN and the Homo sapiens
IGLC1 C-DOMAIN taken as examples.

It is worth to note that it is the analysis of structural
data and sequence comparisons that we were carrying
out to apply the IMGT unique numbering for the
description of the IG and TR C-DOMAIN, which
showed us that the standardized numbering of the
FG loop of the C-DOMAIN could be applied to the
CDR3-IMGT of rearranged IG and TR sequences
(Fig. 3 in Ref. [18]). More precisely, the hydrogen
bonds between second-CYS 104 and position 119 in
the C-DOMAIN correspond structurally to the
hydrogen bonds between second-CYS 104 and the
Glycine which follows the J-TRP or J-PHE in
the J-REGION. This Glycine was therefore numbered
as 119, and as a consequence, J-TRP and J-PHE
as 118.
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sequence data analysis
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The IMGT unique numbering for C-DOMAIN
allows for the first time a standardized comparison of
the nucleotide substitutions and amino acid changes
between different constant domains of a same gene
or chain, or between constant domains of different IG
and TR genes or chains, from either the same
species, or from different species (Fig. 3). The IMGT
unique numbering is also crucial for the standardiz-
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L8 ;; ation of the allele description. Indeed, in IMGT,
o 55 the polymorphisms are described by comparison to

] wf h . the sequences from the IMGT reference directory.
2= [38] | 7% All the human IG and TR gene names from this
g 5% B IMGT reference directory [29,30], including the
i ?é C-GENEs, were approved by the Human Genome
. §§ Organisation (HUGO) Nomenclature Committee
E? (HGNC) in 1999 [39], and entered in IMGT/

g g GENE-DB [5,21], GDB [40], LocusLink at NCBI

(USA) [41] and GeneCards [42]. This standardized
nomenclature, based on the CLASSIFICATION
concept of IMGT-ONTOLOGY [15], represented

position 46 in V-DOMAIN, both positions 45.1 and 46 are shown in this figure. As a V-DOMAIN sequence results from the rearrangement of a V-J- or V-D-J-REGION, the

sequence of the germline V-REGION and that of the germline J-REGION (in green) taken as examples are shown on the same line, to indicate the contribution of each region to the
V-DOMAIN. Note that in a ‘true’ V-J rearrangement, the gaps would be placed at the top of the CDR3-IMGT loop [18], as for the C-DOMAIN FG loop. The lines below the

in both the V-DOMAIN and C-DOMAIN. Amino acids at additional positions in the C-DOMAIN sequence are shown in bold. As position 45.1 of C-DOMALIN is not equivalent to
sequences indicate the V-DOMAIN FR-IMGT and CDR-IMGT and their delimitations.

C-DOMAIN. The IMGT unique numbering is shown on lines 2 and 3 with additional positions found in C-DOMAIN on line 3. Conserved positions 23 (1st-CYS) and 104
(2nd-CYS) are in magenta. Conserved positions 41 (CONSERVED-TRP), 89 (hydrophobic) and 121 (hydrophobic in C-DOMAIN) are in blue. Boxes indicates equivalent positions

V-DOMAIN, are shown with dashed arrows. AB, BC, CD, C'C”, DE, EF and FG correspond to the turns and loops between the sandwich fold beta strands. AB turn, BC loop, DE
and EF turns, and FG loop are found in both V-DOMAIN and C-DOMAIN. C'C” loop is only found in V-DOMAIN, whereas CD transversal strand is characteristic of the

Fig. 2. Correspondence between the C-DOMAIN and V-DOMAIN IMGT unique numbering. Amino acid sequence of an Homo sapiens IGLV2-23 - IGLJ2 V-DOMAIN and of the
H. sapiens IGLC1 C-DOMAIN are shown as examples. The upper line indicates the beta strands A, B, C, C’, C”, D, E, F and G with an horizontal arrow. C’ and C”, only found in the
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a major step in the setting up of the ‘Tables of
alleles’ and ‘Alignments of alleles’ of the IG and TR
genes (http://imgt.cines.fr). V-GENE polymorphisms
in IMGT [29,30] have been described from the start
according to the IMGT unique numbering for
V-REGION set up in 1997 [16-18]. In contrast,
C-GENE polymorphisms were initially described
according to the exon numbering [29,30] and
sequence comparison between exons of different
lengths was not easy. The implementation of the
IMGT unique numbering for the C-DOMAIN
represents therefore a new major step in the setting
up of standardized ‘Alignments of alleles’ whatever
the receptor, the chain, or the species (IMGT
Repertoire, http://imgt.cines.fr) (Fig. 3). Owing to
that standardization, the sequence polymorphisms of
any C-DOMAIN of any IG or TR can very easily be
compared and analysed.

5. IMGT unique numbering for C-DOMAIN and
structural data comparison

Beyond sequence data comparison, the IMGT
unique numbering for C-DOMAIN provides infor-
mation on the strand and loop lengths (Table 2) and
allows standardized IMGT Protein displays (Fig. 3)
and IMGT Colliers de Perles (Fig. 4) for the IG and
TR C-DOMAINS of any chain type from any species.
Practically, structural data comparison of strand or
loop of the same length can be done directly using the
IMGT unique numbering. For example, all codons (or
amino acids) at position 28 can be compared between
domains with a BC loop of a given length. This
standardization allows the structural characterization
of a position inside a domain, and the statistical
analysis of amino acid properties, position per
position, between domains, as this has been demon-
strated for the V-DOMAIN [34]. Fig. 4 shows the
IMGT Colliers de Perles for the Homo sapiens IGHG1
CH1, C-KAPPA, C-LAMBDA1 and Mus musculus
C-BETA1 domains, as examples.

As soon as the first IMGT Collier de Perles was set
up on the Web site in December 1997, the enormous
potential of the IMGT unique numbering as a means
to control data coherence was obvious. For new
sequences, for which no 3D structures are available,
the IMGT Colliers de Perles allow to precisely delimit

the strands and loops and give information on the
topological organization of the domain. The IMGT
unique numbering is also used in more sophisticated
representations of the IMGT Colliers de Perles on two
layers (Fig. 4) which allow, when 3D structures are
available, the visualisation of the hydrogen bonds
between amino acids belonging to beta strands from
the same sheet or from different sheets (IMGT/
3Dstructure-DB, http://imgt.cines.fr) [22].

6. IMGT unique numbering for C-LIKE-
DOMAIN

A C-LIKE-DOMAIN is a domain of similar
structure to a C-DOMAIN, found in chains other
than IG and TR [43-52]. The IMGT unique number-
ing for the C-LIKE-DOMAIN follows exactly the
same rules as those of the C-DOMAIN (Table 1).
Strand and loop lengths of 40 examples of C-LIKE-
DOMAINSs are given in Table 2. The IMGT Protein
display of the corresponding C-LIKE-DOMAIN
sequences are shown in Fig. 3. The IMGT Colliers
de Perles of four representative C-LIKE-DOMAINs
(Homo sapiens HLA-B [D3], B2M [D], FCGR2A
[D1], and Meleagris gallopavo telokin [D]) are
represented in Fig. 5. Detailed IMGT Alignment of
alleles of Homo sapiens FCGR3B and IMGT Colliers
de Perles of [D1] and [D2] of the FCGR3B*02 allele
[53] further highlight the importance of the IMGT
unique numbering standardization for the polymorph-
ism and structure analysis and comparison of the
C-LIKE-DOMAINS.

The IMGT unique numbering provides, for the first
time, a standardized approach to analyse the
sequences and structures of any domain belonging
to the C-set of the IgSF [32] (the C-set comprises the
IMGT C-DOMAINSs and C-LIKE-DOMAINS). Three
features are worth noting: (i) In IMGT, any
C-DOMAIN or C-LIKE-DOMAIN is characterized
by its strand and loop lengths (Table 2). Examples are
shown in Figs. 3-5. This first feature of the IMGT
standardization based on the IMGT unique numbering
shows that the distinction between the C1, C2, I1 and
12 types found in the literature and in the databases to
describe the IgSF C-set domains [32,33,54-56] is
unapplicable when dealing with sequences for which
no structural data are known. Indeed, the four domain
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Fig. 3. IMGT Protein display of examples of C-DOMAINs (IG and TR) and C-LIKE-DOMAINSs (proteins other than IG and TR). The protein display is according to the IMGT
unique numbering for C-DOMAIN and C-LIKE-DOMAIN, based on the NUMEROTATION concept of IMGT-ONTOLOGY [15]. Sandwich fold beta strands are shown by
horizontal arrows. Dots indicate missing amino acids according to the IMGT unique numbering. Amino acids resulting from a splicing with a preceding exon are shown between
parentheses (for Homo sapiens FCGR3B [D2], the information is from M90745, for H. sapiens HLA-DMA [D2] from NT_007592, for H. sapiens CD3E [D] from NT_033899, for
H. sapiens CD4 [D2] and [D4] from NT_009759, for H. sapiens CEACAMS [D3], [D4] and [D5] from NT_011109, and for Mus musculus H2-Aa [D2] and H2-Ab [D2] from
NT_039649). Putative N-glycosylation sites (N-X-S/T) are underlined. (1) Accession numbers are from IMGT/LIGM-DB (http://imgt.cines.fr) [5,19] for IG and TR and from
EMBL/GenBank/DDBJ [35-37] for proteins other than IG and TR; Telokin identifier is from PDB [38] and IMGT/3Dstructure-DB [22]. (2) Molecule type. c: cDNA; g: genomic
DNA; p: protein. (3) Gene names (symbols) for IG and TR are according to the IMGT Nomenclature committee (IMGT-NC) [29,30] and the HUGO Nomenclature Committee
(HGNC) [39]. Full gene designations are the following: IGHG1: Immunoglobulin heavy constant gamma 1; IGHG4: Immunoglobulin heavy constant gamma 4; TRAC: T cell

¥61

£0Z-S81I (S00Z) 62 £Sojoununuy aanpivduio) pup pruauidojaaa / 1o 12 UL "d-"m



receptor alpha constant; TRBC2: T cell receptor beta constant 2; TRGC1: T cell receptor gamma constant 1; TRDC: T cell receptor delta constant; IGLL1: Immunoglobulin lambda-
like polypeptide 1; PTCRA: pre T-cell antigen receptor alpha; HLA-B: Major histocompatibility complex, class I, B; HLA-DMA: MHC class II, DM alpha; HLA-DMB: MHC class
II, DM beta; B2M: Beta-2-microglobulin; CD1A: CD1A antigen, a polypeptide; CD2: CD2 antigen (p50), sheep red blood cell receptor; CD3E: CD3E antigen, epsilon polypeptide
(TiT3 complex); CD4: CD4 antigen (p55); CEACAMS: Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 5; ICAMI: intercellular adhesion molecule 1 (CD54), human
rhinovirus receptor; ICAM2: intercellular adhesion molecule 2; VCAMI: vascular cell adhesion molecule 1; FCGR1A: Fc fragment of IgG, high affinity Ia, receptor for (CD64);
FCGR2A: Fc fragment of IgG, low affinity IIa, receptor for (CD32); FCGR2B: Fc fragment of IgG, low affinity IIb, receptor for (CD32); FCGR3B: Fc fragment of IgG, low affinity
IIIb, receptor for (CD16); FCER1A: Fc fragment of IgE, high affinity I, receptor for; alpha polypeptide; H2-Aa: histocompatibility 2, class II antigen A, alpha; H2-Ab:
histocompatibility 2, class II antigen A, beta; H2-K: histocompatibility 2, K region; CD1D: CD1D antigen, d polypeptide. (4) Domain name. The C-DOMAINs are designated with
the IMGT labels (IMGT Scientific chart, http://imgt.cines.fr) The C-LIKE-DOMAINSs are designated by the letter D between brackets with a number, corresponding to the position
of the domain from the N-terminal end of the protein, and relative to the other domains. Membrane proteins quoted in this figure are of type I, that is with the N-terminal end being
extracellular. There is no number if there is a unique C-LIKE domain in the chain. (5) Q at position 6 is according to M64239 (and replace A in PDB and IMGT/3Dstructure-DB
entries Itcr_A). (6) B2M [D] is encoded by EX2 and is preceded at the N-terminal end by SGLEGIQR or TGLYAIQK encoded by the EX1 end in Homo sapiens or Mus musculus,
respectively (EX1 encodes 23 amino acids, including the L-REGION). The splicing site is between the last EX1 codon (encoding R in Homo sapiens, K in Mus musculus) and the
first EX2 codon (encoding T in both species). The proteolytic cleavage site of the L-REGION is not known. (7) [D1] is encoded by EX3 and is preceded at the N-terminal end by
seven amino acids (A)SADSQA encoded by EX2. The proteolytic cleavage site of the L-REGION is not known. (8) The N-terminal and C-terminal ends of Telokin [D] need to be
confirmed by genomic sequence. Amino acid one-letter abbreviation: A (Ala), alanine; C (Cys), cysteine; D (Asp), aspartic acid; E (Glu), glutamic acid; F (Phe), phenylalanine; G
(Gly), glycine; H (His), histidine; I (Ileu), isoleucine; K (Lys), lysine; L (Leu), leucine; M (Met), methionine; N (Asn), asparagine; P (Pro), proline; Q (Gln), glutamine; R (Arg),
arginine; S (Ser), serine; T (Thr), threonine; V (Val), valine; W (Trp), tryptophan; Y (Tyr), tyrosine.
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Table 2

Strand and loop lengths of examples of C-DOMAINs and C-LIKE-DOMAINS

Species Gene name PDB code  Domain A AB B BC C CD D DE E EF F FG G Total
1.9-1.1 15.1-15.3 16-26 27-36 39-45 45.1-457 77-84 84.1-84.7 85-96 96.1-96.2 97-104  105-117 118-128
1-15 85.7-86.1 111.1-111.6,
112-1-112.6
(6-23) (0-2) (7-11) (4-10) (@) 0-7) (4-8) (0-14) (8-12) (0-2) (4-8) (7-25) (4-10)
C-DOMAINS
Homo IGHG1 1hzh_H CHI1 +4 19 11 8 7 3 8 8 11 8 11 4 98
sapiens IGHGI 1hzh_H CH2 +6 21 2 11 10 7 4 8 8 12 8 11 8 110
IGHG4 ladq_A CH3 +4 19 11 8 7 4 8 8 12 8 12 8 105
IGKC 1dfb_L C-KAPPA +4 19 11 8 7 5 8 9 12 8 11 9 107
IGLC1 la8j_L C-LAMBDA1 +5 20 11 8 7 5 8 8 12 8 9 10 106
TRAC Igrm_D C-ALPHA +5—4 16 10 7 7 7 14 8 4 11 7 91
TRBC2 Igm_E C-BETA2 +7 22 1 11 8 7 5 8 13 12 1 8 25 8 129
TRGCI1 Thxm_B C-GAMMAL1 +8 23 1 11 8 7 5 7 8 11 7 13 9 110
TRDC Thxm_A C-DELTA +6,—5 16 8 8 7 1 8 8 10 6 12 9 93
Mus mus-  TRAC Iter_A C-ALPHA +5—4 16 10 7 7 7 14 8 4 12 2 87
culus TRBC1 Iter_B C-BETAIl +7 22 1 11 8 7 5 8 9 12 1 8 25 8 125
C-LIKE-DOMAINs
Homo IGLL1 [D] +5 20 11 8 7 5 8 8 12 8 9 10 106
sapiens PTCRA [D] +5 20 11 9 7 5 8 8 12 8 12 7 107
HLA-B lalm-A [D3] +1,—2 14 10 8 7 5 8 8 10 7 11 4 92
HLA-DMA  lhdm_A [D2] +1,—1 15 11 8 7 4 8 8 10 7 11 4 93
HLA-DMB  1hdm_B [D2] +1,—1 15 11 8 7 5 8 8 10 7 11 4 94
B2M 11ds_A D] -1 14 11 8 7 4 8 8 10 7 11 4 92
CDIA long_A [D3] +1,—1 15 10 8 7 4 8 8 10 7 12 4 93
CD2 Thnf [D2] +1,—4 12 9 5 7 4 4 9 8 9 9 76
CD3E [D] +3 18 11 4 7 4 8 4 11 8 13 6 94
CD4 Iwio_A [D2] -5 10 1 11 6 7 2 6 9 8 11 7 78
CD4 Iwio_A [D4] —-5—-4 6 7 8 7 8 1 9 6 10 5 67
Homo CEACAMS [D3] +2 17 11 6 7 6 10 8 13 7 85
sapiens CEACAMS [D4] +2 17 1 11 5 7 5 8 12 8 13 6 93
CEACAMS5 [D5] +2 17 11 6 7 6 10 8 13 7 85
ICAM1 1d31L_A [D1] +3,—1 17 1 11 6 7 7 5 10 6 9 9 88
ICAM2 1zxq [D1] +5,—1 19 1 11 6 7 7 4 10 6 9 9 89
VCAMI Ivsc_A [D1] +2 17 1 11 6 7 4 6 4 11 7 9 9 92
ICAM1 1d31_A [D2] +2 17 11 7 7 4 8 12 2 8 16 10 102
ICAM2 1zxq [D2] +2 17 11 7 7 4 8 7 12 8 16 10 107
VCAM1 Tvsc_A [D2] +1 16 11 7 7 4 8 9 12 8 16 9 107
FCGRIA [D1] +2 17 2 11 7 7 2 5 10 8 7 10 86
FCGR2A Ifcg_A [D1] +2 17 2 11 7 7 2 6 9 8 7 10 86
FCGR2B 2fcb_A [D1] +2 17 2 11 7 7 2 6 9 8 7 10 86
FCGR3B ledk_C [D1] +2 17 2 11 7 7 2 5 10 8 7 10 86
FCERIA 1f6a_A [D1] +3 18 11 7 7 2 5 10 8 7 10 85
FCGRIA [D2] -1 14 11 7 7 3 6 10 8 9 10 85
FCGR2A Ifcg_ A [D2] -1 14 11 7 7 3 6 10 8 10 9 85
FCGR2B 2fcb_A [D2] -1 14 11 7 7 3 6 10 8 10 9 85
FCGR3B ledk_C [D2] -1 14 11 7 7 3 6 10 8 10 10 86
FCERIA 1f6a_A [D2] =1 14 11 7 7 3 6 10 8 10 10 86
KIR2DL2 lefx_D [D1] +2 17 1 11 5 7 5 8 3 12 8 14 9 100
KIR2DL2 lefx_D [D2] +2 17 1 11 5 7 5 8 3 11 7 14 9 98
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The range of lengths observed in the selected examples of C-DOMAINs and C-LIKE-DOMAINs are shown between parentheses in the header. The total number of amino acids of each domain is indicated in the column ‘Total’.

# The N-terminal and C-terminal ends of telokin [D] need to be confirmed by genomic sequence.

a C-LIKE-DOMAIN being frequently encoded by a
unique exon, as this is the case for the C-DOMAIN
(Fig. 1). This IMGT standardization for the domain
delimitations explains the discrepancies observed
with the generalist Swiss-Prot database which does
not take into account this criteria. (iii) At last, a third
feature is the C-LIKE-DOMAIN IMGT Collier de
Perles, which, in the absence of available 3D
structures, is particularly useful to compare domains
of very diverse families, and to characterize them by
their strand and loop lengths.

7. Conclusion

The IMGT unique numbering allows, for the first
time, to compare any C-DOMALIN of IG and TR and
C-LIKE-DOMAIN of proteins other than IG or TR,
between them, and to any V-DOMAIN and V-LIKE-
DOMAIN [18], that is to compare any domain
belonging to the IgSF C-set or V-set. Sequences and
3D structures can be analysed whatever the domain
(C-DOMAIN, C-LIKE-DOMAIN, V-DOMAIN,
V-LIKE-DOMAIN), the receptor (IG, TR, or more
generally IgSF), the chain type (heavy or light for IG;
alpha, beta, gamma or delta for TR; or more generally
IgSF chain), or the species. The IMGT unique
numbering has many advantages. The strand and
loop lengths (the number of codons or amino acids,
that is the number of occupied positions) become
crucial information, which characterizes the domains
(V-DOMAINs, V-LIKE-DOMAINs, C-DOMAINs
and C-LIKE-DOMAINS). The IMGT unique number-
ing allows standardized representations of nucleotide
and amino acid sequences in IMGT Repertoire (http://
imgt.cines.fr): Tables of strand and loop lengths,
Tables of alleles, Alignments of alleles, Protein
displays, IMGT Colliers de Perles, 3D structures.
The IMGT unique numbering is applied through all
the components (databases, tools and Web resources)
of the IMGT information system® (http://imgt.cines.
fr) [5], for the standardized label annotations [62] and
database queries [19-22]. The IMGT unique number-
ing represents, therefore, a major step forward in the
analysis and comparison of the sequence evolution
and structure of the IgSF domains.



198 M.-P. Lefranc et al. / Developmental and Comparative Immunology 29 (2005) 185-203

A CH1 IGHG1 Homo sapiens C-KAPPA Homo sapiens
w1 s
14 BIE 355
13 84.5 35.5
4 e 12 f//’gz 544 054 s 2
11 0 @ 343 353 I//////
1 0 e anz saz o
(P) (F) (a) «(Q) (8)=:(0) (8)
(8) (M) (k) (B) (Des (1) ()
@) {) {1 Q0@ @ &
N ® @ SoRogoO
o 41 an o G 1-.3
(F) =(e) (k) (@) s(L)esfe] (k)
Ry
10 b ,//% i
eo e 45452 45345‘1“5-5“4” e 0 m
e @ (&) &) ()
¥ et
5(K)  (5)e (v) (F) (c)m=
15:1‘53 ,//J',,//
7
C-LAMBDAI1 Homo sapiens C-BETA1 Mus musculus
‘7 nas
15 G 1'12.5
15 Eﬂ7 857 15 B"? 55 g 1124
14 £4 6| 856 14 046 BS 6 1123
13 e:s ass 13(N) 345 ss (P)iiz2
12 ,///,//I e-=4 as- liiidie 12 @@ an.q oe 112!
|1 Q @ sAs asa C/"?J 1: 0 o ana es 111112
IONONO «2(Q) (V=d7) Q) IONONO, S ONOLONO
() (F) (V) wa(K) (A)e=r(E)  (6) (P ) W) wi(¥) (Qmi(H) (1)
() (®) =() u(s) (A= (H) (8) (K) (&) =(E) m(a) (L= () (9)
) (3] ¥ Fp® @ O @[ Q@ @ @
() ) @ o OB YN0 (3) W () 99 ONO
o tu an o @ na o 41 su 0 @ na
(F) =(®) (k) (E) =(L)odle] (k) (F) =(e) (W) (8) =(L)efe] (a)
P08 ool S8R ediinl
) Gr? 10(Sp Gﬁ
eg g 454524534“47‘547 g g 3 eg g 45452‘5345“%54&54&7 g 3 g
(F) (¥ GHONG () (K (1) ® (’)
1 S g e
15 16 18 16
151 15‘3 X $27 151 -53 (W)
.@ 961962 f/[‘, 961062
152 152

(2] G

-

—_—

>

-—

—_—

c D E

| (T I to |
Fig. 4. IMGT Collier de Perles of C-DOMAINSs. (A) on one layer (B) on two layers. CH1 of Homo sapiens IGHG1 (IMGT/LIGM-DB: J00228);
C-KAPPA of H. sapiens IGKC (IMGT/LIGM-DB: J00241); C-LAMBDAI of H. sapiens IGLC1 (IMGT/LIGM-DB: X51755); C-BETALI of
Mus musculus TRBC1 (IMGT/LIGM-DB: X02384). The first amino acids (A1.4, R1.4, G1.5 and E1.7) are encoded by a codon which results
from the splicing with an IGHJ, IGKJ, IGLJ and TRBJ, respectively [29,30]. Amino acids are shown in the one-letter abbreviation. Positions at
which hydrophobic amino acids (hydropathy index with positive value: I, V, L, F, C, M, A) and Tryptophan (W) are found in more than 50% of
analysed IG and TR sequences are shown in blue. All Proline (P) are shown in yellow. The positions 26, 39, 104 and 118 are shown in squares by
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B CHI1 IGHG1 Homo sapiens C-KAPPA Homo sapiens

Fig. 4 (continued)
<

homology with the corresponding positions in the V-DOMAINs. Positions 45 and 77 which delimit the characteristic transversal ‘CD’ strand of
the C-DOMAINS are also shown in squares. Hatched circles correspond to missing positions according to the IMGT unique numbering for
C-DOMAINs. Arrows indicate the direction of the beta strands (IMGT Repertoire, http://imgt.cines.fr).
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HLA-B [D3] Homo sapiens B2M [D] Homo sapiens

4
T 112 111 112

A !

4
111 112

A N bt 1
Fig. 5. IMGT Colliers de Perles of C-LIKE-DOMAINs. [D3] of Homo sapiens HLA-B (EMBL/GenBank/DDBJ: AB088084; PDB and
IMGT/3Dstructure-DB: lalm_A); [D] of H. sapiens B2M (EMBL/GenBank/DDBJ: M17987; PDB and IMGT/3Dstructure-DB: lalm_B); [D1]
of H. sapiens FCGR2A (EMBL/GenBank/DDBJ: M90723; PDB and IMGT/3Dstructure-DB: 1fcg_A); [D] of Meleagris gallopavo (turkey)
telokin (PDB and IMGT/3Dstructure-DB: 1fhg_A). Amino acids are shown in the one-letter abbreviation. Positions at which hydrophobic
amino acids (hydropathy index with positive value: I, V, L, F, C, M, A) and Tryptophan (W) are found in more than 50% of analysed IG and TR
sequences are shown in blue. All Proline (P) are shown in yellow. The positions 26, 39, 104 and 118 are shown in squares by homology with the
corresponding positions in the V-DOMAINSs. Positions 45 and 77 which delimit the characteristic transversal ‘CD’ strand of the C-LIKE-
DOMAINs are also shown in squares. Hatched circles correspond to missing positions according to the IMGT unique numbering for
C-DOMAINs and C-LIKE-DOMAINSs. Arrows indicate the direction of the beta strands (IMGT Repertoire, http://imgt.cines.fr).
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Fig. 6. Schematic representations of the C-DOMAIN and C-LIKE-DOMAIN, and of the V-DOMAIN and V-LIKE-DOMAIN. A double-headed
arrow shows that the D strand can be localized in sheet 1 (on the back) or sheet 2 (on the front) depending from the length of the CD transversal
strand. The second part of the A strand can be located in sheet 2 and is then designated as A’. This feature, described as ‘strand A switching’ in
the literature, is not shown in IMGT Colliers de Perles, as this can be determined or verified only if 3D structures are available.

Table 3
Correspondence between the IMGT classification of the IgSF domains (C-DOMAIN, C-LIKE-DOMAIN, V-DOMAIN and V-LIKE-
DOMAIN) and the diverse designations found in the literature

IMGT IgSF C-DOMAIN C-LIKE-DOMAIN (for proteins other than IG and TR) V-DOMAIN V-LIKE-
domains (for IG and (for IG and DOMAIN (for
TR) TR) proteins other
than IG and
TR)
Literature C1% [32] C1% [32] C2 [32] or 11 [58] or 12 (58] or V [32] V [32]
H [57] 1[55,61] E [61]
Sheet 1 ABED ABED ABE ABED ABE ABED ABED
Sheet 2 GFC GFC GFCD (or A'GFC A’GFCD (or A'GFCC'C” A'GFcc'c”
GFCC') A'’GFCC’)

# In the literature C1 is used for the IG and TR C-DOMAINSs and for the MHC C-like domains. The diverse designations found in the literature
for the C-set domain (C1, C2, 11, 12) are based on strand localisation in sheets 1 and 2. These designations are not used for the assignment of
IMGT C-DOMAIN and C-LIKE-DOMALIN sequences, for the following reasons: (i) they are frequently extrapolated to sequences for which no
3D structures are available, therefore leading to misinterpretation, (ii) the designation ‘strand C'” used in the literature for the C2 (or H) and I2
(or E) domain types is not the equivalent of strand C’ of the V-DOMAINSs and V-LIKE-DOMAINS, (iii) the distinction made in the literature
between C1 (as found in proteins of the immune adaptative response) and C2 (as found in other proteins) may suffer exceptions, (iv) as more 3D
structures become available, and given the heterogeneity of the loop and strand lengths for C-DOMAINs and C-LIKE-DOMAINs, more
intermediate or variant structures may be described (as shown by the 2C T cell receptor 3D structure IMGT/3Dstructure-DB: ltcr_A).

contribution to the tables, and Nora Bonnet-Saidali
and Anita Gomez for editorial work. IMGT is
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Abstract

IMGT, the international ImMunoGeneTics information system® (http://imgt.cines.fr) provides a common access to expertly
annotated data on the genome, proteome, genetics and structure of immunoglobulins (IG), T cell receptors (TR), major
histocompatibility complex (MHC), and related proteins of the immune system (RPI) of human and other vertebrates. The
NUMEROTATION concept of IMGT-ONTOLOGY has allowed to define a unique numbering for the variable domains (V-
DOMAINS) and constant domains (C-DOMAINS) of the IG and TR, which has been extended to the V-LIKE-DOMAINs and
C-LIKE-DOMAINSs of the immunoglobulin superfamily (IgSF) proteins other than the IG and TR (Dev Comp Immunol 27:55—
77,2003;29:185-203, 2005). In this paper, we describe the IMGT unique numbering for the groove domains (G-DOMAINSs) of
the MHC and for the G-LIKE-DOMAINs of the MHC superfamily (MhcSF) proteins other than MHC. This IMGT unique
numbering leads, for the first time, to the standardized description of the mutations, allelic polymorphisms, two-dimensional
(2D) representations and three-dimensional (3D) structures of the G-DOMAINs and G-LIKE-DOMAINSs in any species, and
therefore, is highly valuable for their comparative, structural, functional and evolutionary studies.
© 2005 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: IMGT; Colliers de Perles; Groove domain; MHC; Major histocompatibility complex; MhcSF; Superfamily; Immune system

1. Introduction

IMGT, the international ImMunoGeneTics infor-
Abbreviations 2D, two-dimensional; 3D, three-dimensional; mation System® (http://imgt.cines_fr) [1] is a hlgh
MHC, major histocompatibility complex; MhcSF, MHC super- quality integrated knowledge resource specialized in

family; IG, immunoglobulin; TR, T cell receptor; IgSF, immuno- . .
globulin superfamily; IMGT, the international ImMunoGeneTics the lmmuHOgIObu]mS (IG)’ T cell receptors (TR) and

information system®; RPI, related proteins of the immune system. major histocompatibility complex (MHC) of human
* Corresponding author. Tel.: +33 4 9961 9965; fax: 433 4 9961 and other vertebrates, the immunoglobulin super-
9901. family (IgSF) and MHC superfamily (MhcSF),

E-mail address: lefranc @ligm.igh.cnrs.fr (M.-P. Lefranc).

URL: hitp://imgt cines.fr. and the related proteins of the immune system (RPI)

0145-305X/$ - see front matter © 2005 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.dci.2005.03.003
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[1-16]. IMGT provides a common access to expertly
annotated data on the genome, proteome, genetics and
structure of the IG, TR, MHC, IgSF, MhcSF and RPI,
according to the IMGT Scientific chart rules and to the
IMGT-ONTOLOGY concepts [17]. More particu-
larly, the IMGT unique numbering [18-21], based on
the NUMEROTATION concept of IMGT-ONTOL-
OGY, has been set up to provide a standardized
description of mutations, allelic polymorphisms, two-
dimensional (2D) and three-dimensional (3D) struc-
ture representations of the IG and TR variable
domains (V-DOMAINs), and constant domains (C-
DOMAINSs) whatever the antigen receptor, the chain
type or the species [20,21]. The IMGT unique
numbering for V-DOMAINs and C-DOMAINSs is
used in all the IMGT components [1,6], and more
particularly in the databases IMGT/LIGM-DB [22],
IMGT/PRIMER-DB [23], IMGT/GENE-DB [24],
IMGT/3Dstructure-DB [25]), in the tools for sequence
and structure analysis (IMGT/V-QUEST [26], IMGT/
JunctionAnalysis [27], IMGT/Allele-Align, IMGT/
PhyloGene [28], IMGT/StructuralQuery [25]), and in
the IMGT Repertoire Web resources (‘IMGT Protein
displays’ [29,30], ‘IMGT Colliers de Perles’ 2D
representations [31], and ‘IMGT Alignments of
Alleles’ [32,33]; see http://imgt.cines.fr). Interest-
ingly, the IMGT unique numbering for V-DOMAIN
and for C-DOMALIN has been fully extended to the V-
LIKE-DOMAINs and C-LIKE-DOMAINs of IgSF
proteins other than the IG and TR [20,21,34,35]. This
is particularly remarkable for the V-DOMAINs and
V-LIKE-DOMAINSs, the genomic structures of which
are strikingly different. Indeed, the IG and TR V-
DOMAINSs are encoded by rearranged V-(D-)J genes
[32,33], whereas the V-LIKE-DOMAINs are often
encoded by a single exon [20,35].

In this paper, we define a standardized IMGT
unique numbering for the MHC groove domains (G-
DOMAINSs) of the MHC of all jawed vertebrates. We
show that this IMGT wunique numbering for
G-DOMAINs can be extended to the G-LIKE-
DOMAINs of the MHC-like proteins (MhcSF pro-
teins other than MHC), of any species. The IMGT
unique numbering for G-DOMAIN and G-LIKE-
DOMAIN represents, therefore, a major step forward
for the comparative analysis of the sequences and
structures of these domains, and for the study of their
evolution.

2. MHC chain and G-DOMAIN definition

The MHC proteins that present peptides to the T
cells belong to the ‘classical MHC class I' (MHC-Ia)
or to the ‘classical MHC class II’ (MHC-IIa) [36]. The
MHC-Ia comprises, in human, the HLA-A, HLA-B
and HLA-C subclasses, and in mouse, the H2-D, H2-
K and H2-L subclasses. The MHC-IIa comprises, in
human, the HLA-DP, HLA-DQ and HLA-DR sub-
classes, and in mouse, the H2-A, H2-E and H2-P
subclasses (H2-P being unproductive). The MHC
proteins with more specific functions or which do not
present peptides to the T cells belong to the
‘nonclassical MHC-I" (MHC-Ib) or to the ‘nonclassi-
cal MHC-II’ (MHC-IIb). The MHC-Ib comprises, in
human, the HLA-E, HLA-F and HLA-G subclasses
(each one represented by a unique isotype), and, in
mouse, the H2-Q, H2-M and H2-T subclasses (each
one comprising several isotypes). The MHC-IIb
comprises, in human, the HLA-DM and HLA-DO
subclasses and, in mouse, the H2-DM and H2-DO
subclasses (IMGT Repertoire MHC, http://imgt.cines.
fr). Thus there are 11 MHC subclasses in human and
in mouse (3 MHC-Ia, 3 MHC-IIa, 3 MHC-Ib, and 2
MHC-IIb).

The MHC-I proteins, expressed on the cell surface
of most cells, are formed by the association of a
transmembrane heavy chain (I-ALPHA chain) and a
noncovalently linked light chain beta-2-microglobulin
(B2M) (Fig. 1). The MHC-II proteins, expressed on
the cell surface of professional antigen presenting
cells (APC), are heterodimers formed by the associ-
ation of two transmembrane chains, an alpha chain
(IT-ALPHA chain) and a beta chain (II-BETA chain)
(Fig. 1).

The I-ALPHA chain of the MHC-I, and the II-
ALPHA and II-BETA chains of the MHC-II proteins,
comprise an extracellular region made of three
domains for the MHC-I chain and of two domains for
each MHC-II chain, a connecting region, a transmem-
brane region and an intracytoplamic region (Fig. 2).
The I-ALPHA chain comprises two groove domains
(G-DOMAINS5), the G-ALPHAL1 [D1] and G-ALPHA2
[D2] domains, and one C-LIKE domain [D3] [21,36].
The II-ALPHA chain and the II-BETA chain each
comprises two domains, the G-ALPHA [D1] and C-
LIKE [D2] domains, and the G-BETA [D1] and
C-LIKE [D2] domains, respectively (Fig. 2). The four
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Fig. 1. 3D structures and schematic representations of the MHC class I (MHC-I) and MHC class II (MHC-II) proteins. (A) 3D structures of
MHC-I and MHC-II (loga and 1j8 h annotated coordinate files from IMGT/3Dstructure-DB [25], http://imgt.cines.fr, that include
crystallographic data from the Protein DataBank PDB [37]). The MHC-I comprises the I-ALPHA and the beta-2-microglobulin (B2M) chains.
The I-ALPHA chain is shown with its extracellular domains (G-ALPHA1, G-ALPHA?2 and C-LIKE) [36]. The MHC-II comprises the II-
ALPHA and II-BETA chains that are shown with their extracellular domains (G-ALPHA and C-LIKE for the II-ALPHA chain, G-BETA and C-
LIKE for the II-BETA chain). (B) Schematic representations of the MHC-I and MHC-II proteins. The MHC-I and MHC-II are shown as
transmembrane proteins, at the surface of a target cell and of an antigen presenting cell (APC), respectively. Complete MHC-I and MHC-II
chains comprise the extracellular domains (shown in A) and the connecting, transmembrane and cytoplamic regions (not present in 3D
structures [36], for details see Fig. 2). [D1], [D2] and [D3] indicate the position of the domains from the N-terminal end of the chains. Arrows
indicate the peptide localization in the MHC groove (the N-terminal end of the peptide is in the back).

G-DOMAINs, G-ALPHA1 and G-ALPHA2 of
the MHC-I proteins, and G-ALPHA and G-BETA of
the MHC-II proteins have a similar groove 3D
structure that consists of one sheet of four antiparallel
beta strands (‘floor’ of the groove or platform) and one
long helical region (‘wall’ of the groove). This groove

is part of the cleft that is the peptide binding site of the
classical MHC-Ia and MHC-IIa proteins [36] (Fig. 1).

Owing to the conserved structure between
classical and nonclassical MHC, and according to
the DESCRIPTION concept of IMGT-ONTOLOGY
[5,6,17], the same labels are used, for MHC-Ia
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Fig. 2. Correspondence between exons and domains for the MHC-I and MHC-II. (A) Exons of the Homo sapiens MHC-1 HLA-A gene and
MHC-II HLA-DRA and HLA-DRB1 genes, shown as examples. Lengths of the exons, introns and polyA signal are in base pairs. Introns
indicated with || are not at scale. (B) Domains of the Homo sapiens MHC-I HLA-A (I-ALPHA) chain and of the MHC-II HLA-DRA
(II-ALPHA) and HLA-DRB1 (II-BETA) chains, shown as examples. Lengths of the domains are in number of amino acids. The G-ALPHA
domain of HLA-DRA (84 amino acids) is encoded by EX2 (82 codons) and the 3’ end of EX1 (2 codons). EMBL/GenBank/DDBJ accession
numbers: HLA-A (K02883), HLA-DRA (J00203 and J00204) and HLA-DRB1 (AL137064) (Table 1).

and MHC-Ib, in the description of their heavy chain

3. IMGT unique numbering for G-DOMAIN

and domains: I-ALPHA chain, and G-ALPHA1 and

G-ALPHA2 domains. Similarly, the same labels are
used, for MHC-IIa and MHC-IIb, in the description
of their respective alpha and beta chains and domains:
II-ALPHA and II-BETA chains, and G-ALPHA and

G-BETA domains.

Correspondence between the four G-DOMAINs
was established by extensive sequence alignment
comparison of annotated MHC chains from the IMGT
Repertoire [1,6] and by structural data analysis and
alignment of MHC proteins with known 3D structures
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from IMGT/3Dstructure-DB, http://imgt.cines.fr [25].
As each G-DOMAIN is usually encoded by a
single exon, the delimitation of the domains in
IMGT takes into account the limits of the exons in
the genomic structure of the MHC genes (Fig. 2).
In Table 1 are indicated the EMBL/GenBank/
DDBJ [38-40] accession numbers of the sequences
whose domains are reported in the IMGT Protein
display (Fig. 3), the IMGT/3Dstructure-DB [25]
entries of the representative alleles, as well as the
accession numbers of genomic sequences from other
alleles that were necessary to identify the splicing
sites.

The IMGT Protein display (Fig. 3), based on the
IMGT unique numbering for G-DOMAIN, shows, for
the first time, a standardized amino acid alignment of
G-DOMAINSs that belong to the same or to different
chain types, from the classical and nonclassical MHC-1
and MHC-II, and from different species. Indeed, this
IMGT Protein display includes (i) the G-ALPHAI
[D1] domains of MHC-Ia (human HLA-A*0201,
HLA-B*0702, HLA-Cw*0701 alleles found in a
frequent haplotype in caucasian populations, and
mouse H2-D1*02, H2-K1*01, H2-L*02), (ii) the G-
ALPHA1 [D1] domains of MHC-Ib (human HLA-
E*01, HLA-F*01, HLA-G*01, and mouse H2-M5%*02,
H2-Q7%02, H2-T3*01), (iii) the G-ALPHA [DI1]
domains of MHC-IIa (human HLA-DPA1*0103,
HLA-DQAT1*#0501, HLA-DRA*0101 alleles found in
a frequent haplotype in caucasian populations, and
mouse H2-AA*02, H2-EA*02) (iv) the G-ALPHA
[D1] domains of MHC-IIb (HLA-DMA*01, HLA-
DOA*01, and mouse H2-DMA*01, H2-DOA*01)
(Fig. 3A), (v) the G-ALPHA2 [D2] domains of
MHC-Ia and MHC-Ib (same chains as described
above for the G-ALPHAL1 [D1] domains), (vi) the G-
BETA [DI1] domains of MHC-IIa (human HLA-
DPB1#0401, HLA-DQB1*0301, HLA-DRB1*1402,
and mouse H2-AB*02, H2-EB1*01), and (vii) the
G-BETA [D1] domains of MHC-IIb (human
HLA-DMB*01, HLA-DOB*01), and mouse H2-
DMB1*02, H2-DOB*01) (Fig. 3B).

For each G-DOMAIN, the positions that contribute
to the groove floor comprise positions 1-49, with the A
strand from positions 1-14, the AB turn positions
15-17, the B strand positions 18-28, the BC turn
positions 29 and 30, the C strand positions 31-38,
the CD turn positions 39—-41 and the D strand positions

42-49 (Fig. 3 and Table 2). The additional position 7A
represents a bulge in 3D structures and is present in
some G-ALPHA domains, for instance those of the
HLA-DQA1, H2-AA, HLA-DOA and H2-DOA
chains. This position 7A is added if G-ALPHA
sequences are introduced in G-DOMAIN alignments
(Fig. 3). The gaps of the floor are localized in the turns.
The AB turn (positions 15-17) comprises three amino
acids in the G-ALPHA1, G-ALPHA?2 and G-BETA
domains but these positions are unoccupied in the G-
ALPHA domains (as well as position 18 of strand B).
The BC turn (positions 29 and 30) comprises two
positions that are occupied in all G-DOMAINs. The
CD turn (positions 39-41) is occupied by three amino
acids in the G-ALPHA1 domains and only one in the
other domains (G-ALPHA, G-ALPHA2 and G-BETA)
(Fig. 3). Additional positions at the N-terminus of
strand A or at the C-terminus of strand D can be added
if necessary. Thus, two additional positions (1.2 and
1.1) are added at the N-terminus of the A strand of the
G-ALPHA domains as the presence of these two amino
acids was demonstrated by protein sequencing of the
HLA-DRA [42] (Fig. 3A, Table 2A). In each [D1] G-
DOMAIN, except the G-ALPHA domain of HLA-
DMA and H2-DMA, the amino acid at position 1
(shown within parentheses in Fig. 3) is encoded by the
codon that results from the splicing between the first
exon (EX1) that encodes the L-REGION, and the
second exon (EX2) that encodes [D1]. The two amino
acids, isoleucine (I) and lysine (K) at positions 1.2 and
1.1 of HLA-DRA G-ALPHA [D1], are therefore
encoded by EX1. By extrapolation, two amino acids
have been added at positions 1.2 and 1.1 for the other
G-ALPHA domains, but in those cases, the proteolytic
cleavage site of the leader peptide (L-REGION) needs
to be confirmed experimentally. It is also necessary to
confirm if the amino acids at positions 1.10-1.1 of
HLA-DMA and H2-DMA belong, or not, to the mature
protein (Fig. 3A, Table 2A). Four additional positions
(49.1-49.4) are observed at the C-terminus of strand D
of the G-BETA domain of HLA-DMB and H2-DMB1
(Fig. 3B, Table 2B).

The numbering of the alpha helix starts at position
50 and ends at position 92, with five additional
positions at 54A, 61A, 61B, 72A and 92A. Three
of them (61A, 61B, 72A) characterize the G-ALPHA2
and/or G-BETA domains (Fig. 3B, Table 2B).
Indeed, positions 61A and 72A are occupied in



Table 1

Representative MHC and MHC-I-like genes and chains

A Species IMGT gene and gDNAP Mouse strain Mouse H2 cDNAP IMGT/3D ¢DNA EX1 gDNA (other
allele names® haplotype® structure-DBY  (same allele)™® alleles)™®
MHC-Ia Homo sapiens  HLA-A*0201 K02883 loga_A
HLA-B*0702 AJ292075
HLA-Cw*0701 Y18533 Y 18499
Y18534
Mus musculus ~ H2-D1%02 M18523 C57BL/10 b 1juf_A
H2-K1*01 V00746 C57BL/10 b 11k2_A
H2-L*02 L00127 BALB/c d (11d9_A)
MHC-Ib Homo sapiens  HLA-E*01 AF523277 Imhe_A
HLA-F*01 X17093
HLA-G*01 103027
Mus musculus ~ H2-M5%02 L14279 BALB/c d
H2-Q7%02 X03210
H2-T3*01 M11742 C57BL/6 b
MHC-I- Homo sapiens  MICA*01 U56940 lhyr C 129411
like MR1*01 AL356267
RAETIN*01 AL355497 lkeg_C
Mus musculus ~ AZGP1*01 AF281658 129/Svj 129
CDI1D1*01 X13170 ledl_A
FCGRT*01 D37872 BALB/c d
B IMGT gene and gDNAP Mouse Mouse H2 ~ c¢DNAP Mouse Mouse H2  IMGT/3D ¢DNA gDNA
allele names® strain haplotype® strain haplotype®  structure- EX1 (same  (other
DB¢ allele)®® alleles)®®
MHC-IIa Hs HLA-DPA1*0103 X03100
HLA-DPB1*#0401 M23907 M23906
HLA-DQA1*#0501 784489 1s9v_A
HLA-DQB1*0301 M25325 U92032
HLA-DRA*0101 J00204 1fvl_D J00203 784814
HLA-DRB1%1402 AJ297583 AL137064
Mm H2-AA*02 AY740451 BI10.MOL1 (wl2) V00832 BI10A k/d2? liak_A AF027865
H2-AB*02 AY740477  BI10. (w8) M13538 B10A k/d2? liak_B AF027865
SNA70
H2-EA*02 K00971 BALB/c d 1fng_C
AY303782 BALB.K k
H2-EB1*01 AF050157 129 be
MHC-IIb Hs HLA-DMA*01 X62744 (1 hdm_A) X76775
HLA-DMB*01 X76776 (1 hdm_B)
HLA-DOA*01 X02882
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AF100956
M11800

1k8i_A

AKO020594
AKO053233

129

d
b
b

129/Svj
BALB/c
C57BL/6J
C57BL/6]

X87344
AF100956
U35323

HLA-DOB*01
H2-DMA*01
H2-DMB1*02
H2-DOA*01
H2-DOB*01

Mm

? Owing to a lesser degree of polymorphism of the nonclassical Homo sapiens (Hs) MHC-Ib and MHC-IIb genes, compared to the classical MHC-Ia and MHC-I1a genes, a 2-digit

is used for their allele description (IMGT Scientific chart, http://imgt.cines.fr): *01 refers to *0101 found in the literature. The allele nomenclature of the highly polymorphic
H. sapiens classical MHC-Ia and MHC-Ila is according to HLA-DB [13]. Mus musculus (Mm) H2 alleles are numbered starting from allele *01 (sequence from strain C57BL/6).
H. sapiens and M. musculus MHC-I-like alleles are numbered starting from allele *01 that corresponds to the IMGT reference sequence (IMGT Repertoire, http://imgt.cines.fr). The

H2-PA gene (H2-PA*01 accession number D64112, strain C57BL/6) that is a pseudogene, and the H2-PB gene that has not yet been identified, are not included in the table.

® EMBL/GenBank/DDBJ nucleotide sequence accession numbers. gDNA: genomic DNA; cDNA: complementary DNA.

(A) Classical MHC-I (MHC-Ia), nonclassical MHC-I (MHC-Ib), and MHC-I-like. (B) Classical MHC-II (MHC-IIa) and nonclassical MHC-II (MHC-IIb).
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the G-ALPHA2 domain, whereas positions 61A, 61B
and 72A are occupied in G-BETA domains, at the
exception of H2-AB (Table 2B). The position 92A is
only occupied in the HLA-DMA and H2-DMA G-
ALPHA domains (Fig. 3A, Table 2A). It is worth-
while to note that position 54A is the only additional
position needed to extend the IMGT numbering for G-
DOMAINS to the G-LIKE-DOMAINs of the MHC-I-
like proteins (described in next paragraph and shown
in Fig. 3A).

The helix (positions 50-92) seats on the beta
sheet and its axis forms an angle of about 40° with
the beta strands. The helix is split into two parts
separated by a kink, positions 58 of G-ALPHAI,
61 of G-ALPHA2, 63 of G-ALPHA, and 62 of
G-BETA being the ‘highest’ points on the groove
floor [36].

Two cysteine, CYS-11 (in strand A) and CYS-74
(in the helix) are well conserved in the G-ALPHA2
and G-BETA domains where they participate to a
disulfide bridge that fastens the helix on the groove
floor (Fig. 3B). The G-ALPHA1 and G-ALPHA
domains have a conserved N-glycosylation site at
position 86 (N-X-S/T, where N is asparagine, X any
amino acid except proline, S is serine and T is
threonine) (Fig. 3A). A N-glycosylation site is also
found at that position in the G-ALPHA2 domain of the
mouse MHC-Ia chains (H2-D1, H2-K1 and H2-L)
(Fig. 3B). The G-BETA domains (except for the
HLA-DMB and H2-DMBI1 chains) have a conserved
potential N-glycosylation site at position 15 (AB turn)
(Fig. 3B). Interestingly, the G-ALPHA domains of the
HLA-DMA and H2-DMA chains have specific
features compared to the other G-ALPHA domains
and share common characteristics with the G-
ALPHA?2 and G-BETA domains: there is a conserved
CYS-11_CYS-74 disulfide bridge, positions 61A and
61B are occupied (as in the G-BETA domains) and
there is no N-glycosylation site at position 86 (Fig. 3).

4. IMGT unique numbering for G-DOMAIN and
G-LIKE-DOMALIN and sequence data analysis

The IMGT unique numbering for G-DOMAIN
allows, for the first time, a standardized comparison
of the amino acid (and corresponding codons)
changes between the different groove domains

4" Chain ID from IMGT/3Dstructure-DB, http://imgt.cines.fr [25]. The chain ID is shown within parentheses for 3D structures in which the chain sequence differs from the
¢ Accession numbers that were necessary for splicing site identification: ‘same allele’ refers to the allele in column 3, ‘other alleles’ refers to alleles other than the ones in column 3.

¢ From ‘Mouse H2 haplotypes and polymorphisms’ (IMGT Index > Strain, and IMGT Repertoire for MHC, http://imgt.cines.fr [1,6].
translation of the corresponding representative allele in column 3.
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that belong to a same chain (G-ALPHAI
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and

G-ALPHA?2), or to different MHC chains, and
this whatever the species. Practically, the IMGT
unique numbering for positions 1-39 and 73-92 of
the G-ALPHA2 domains can be obtained very

easily by substracting 90 from the mature protein
numbering (91-129 and 163-182) (Table 3).
Between these positions, the two gaps (at positions
40 and 41) and the two insertions (at positions 61A
and 72A) are necessary, in the IMGT unique

A A B C D helix
1 10 14 18 28 31 38 42 45 49 50 60 70 80 90

321)...... Ao N I | (I | |..]...]12345 |....;A..... |.aB.. ... ... ([ . [, |..a
G-ALPHAl [D1]
MHC-Ia
HLA-A*0201 Hs (G) SHSMRY .FFTSVSR PGR GEPRFIAVGYV DD TQFVRFDS DAA SQRMEPRA .EGPEYWD. . GETRKVKAHSO . THRVDLGTLRGYYNQSEA. . .
HLA-B*0702 Hs (G) SHSMRY . FYTSVSR PGR GEPRFISVGYV DD TQFVRFDS DAA SPREEPRA .EGPEYWD. .RNTOIYKAQAQ . TDRESLRNLRGYYNQSEA. . .
HLA-Cw*0701 Hs (C) SHSMRY . FDTAVSR PGR GEPRFISVGYV DD TQFVRFDS DAA SPRGEPRA .EGPEYWD. . RETONYKRQAQ . ADRVSLRNLRGYYNQSED. . .
H2-D1*02 Mm (G) PHSMRY .FETAVSR PGL EEPRYISVGYV DN KEFVRFDS DAE NPRYEPRA .EGPEYWE. . RETOKAKGQEQ . WFRVSLRNLLGYYNQSAG. . .
H2-K1*01 Mm (G) PHSLRY.FVTAVSR PGL GEPRYMEVGYV DD TEFVRFDS DAE NPRYEPRA .EGPEYVE. . RETOKAKGNEQ . SFRVDLRTLLGYYNQSKG. . .
H2-L*02 Mm (G) PHSMRY . FETAVSR PGL GEPRYISVGYV DN KEFVRFDS DAE NPRYEPQA .EGPEYWE. .RITOIAKGQEQ . WFRVNLRTLLGYYNQSAG. . .
MHC-Ib
HLA-E*01 Hs (G) SHSLKY.FHTSVSR PGR GEPRFISVGYV DD TQFVRFDN DAA SPRMVPRA..... PWMEQ.EGSEYWD. . RETRSARDTAQ . IFRVNLRTLRGYYNQSEA. . .
HLA-F*01 Hs (G) SHSLRY .FSTAVSR PGR GEPRYIAVEYV DD TQFLRFDS DAA IPRMEPRE..... PWVEQ . EGPQYVWE. . WTTGYAKANAQ . TDRVALRNLLRRYNQSEA. . .
HLA-G*01 Hs (G) SHSMRY .FSAAVSR PGR GEPRFIAMGYV DD TQFVRFDS DSA CPRMEPRA..... PWVEQ.EGPEYWE. . EETRNTKAHAQ . TDRMNLQTLRGYYNQSEA. . .
H2-M5*02 Mm (G) THSLQF . FATTMTQ PGL REHSFIFVVFV DA TQFLCYNN KGK NQRMEPRP..... VKQ.MGPEYWE. . QQTRTVKVIEK . IALVNLQEAMDIYNHSKD. . .
H2-Q7*02 Mm (G) QHSLQY .FHTAVSR PGL GEPWFISVGYV DD TQFVRFDS DAE NPRMEPRA..... TMEQ . EGPEYWE. . RETQIAKGHEQ . SFRGSLRTAQSYYNQSKG. . .
H2-T3*01 Mm (G) SHSLRY.FYTALSR PAI SEPWYIAVGYL DD TQFVRFNS SGE TATYKLSA..... PWVEQ.EGPEYWA. .RETEIVTSNAQ . FFRENLQTMLDYYNLSOQN. . .
G-ALPHA1-LIKE [D1]
MHC-I-like
MICA*01 Hs (E) PHSLRY .NLTVLSW DGS VQSGFLTEVHL DG QPFLRCDR Q.. KCRAKPQG..... QWAEDVLGNKTWD. . RETRDLTGNGK . DLRMTLAHIKDQKE. . . . . . .
MR1*01 Hs (R) THSLRY . FRLGVSD PIH GVPEFISVGYV DS HPITTYDS V.. TRQKEPRA. WMAENLAPDHWE . . RYTQLLRGWQQ . MFKVELKRLORHYNHS. . . . .
RAETIN*01 Hs (D) AHSLWY .NFTITHL PRH GQQWCEVQSQV DQ KNFLSYDC G.. SDKVLSMG. . HLEEQLYATDAWG. .KQLEMLREVGQ . RLRLELADTELEDFTPS. . . .
AZGP1*01 Mm (G) SYYLTF.LYTGLSR PSK GFPRFQATAFL ND QAFFHYNS N.. SGKAEPVG..... PWSQV . EGMEDVE . . KESOLQRAREE . IFLVTLKDIMDYYKDTT. . . .
CD1D1*01 Mm (A)QQKNYTFRC.LQMSSFA NR. SWSRTDSVVWL GD LQTHRWSN D.. SATISFTK..... VSQGKLSNQQWE . . KLQHMFQVYRYV . SFTRDIQELVKMMSPKED. . .
FCGRT*01 Mm  (E)TRPPLMY.HLTAVSN PST GLPSFWATGWL GP QQYLTYNS L.. RQEADPCG..... AWMWENQVSWYWE . . KETTDLKSKEQ . LFLEALKTLEKILN. ... ...
G-ALPHA [D1]
MHC-IIa
HLA-DPA1*0103 Hs IK(A)DHVSTY.AAFVQTH ... .RPTGEFMFEF DE DEMFYVDL D.. KKETVWHL..... EEFGQ.. ... AFS. .FEAQGGLANIA.ILNNNLNTLIQRSNHTQATN.
HLA-DQA1*0501 Hs IV (A)DHVASYGVNLYQSY ... .GPSGQYTHEF DG DEQFYVDL G.. RKETVWCL..... PVLRQ. . ... FR...FDPOFALTNIA.VLKHNLNSLIKRSNSTAATN.
HLA-DRA*0101 Hs IK(E)EHVIIQ.AEFYLNP ... .DQSGEFMFDF DG DEIFHVDM A.. KKETVWRL..... EEFGR..... FAS..FEAQGALANIA.VDKANLEIMTKRSNYTPITN.
H2-AA*02 Mm IE(A)DHVGSYGITVYQSP ... .GDIGQYTFEF DG DELFYVDL D.. KKETVWML..... PEFAQ. . ... LRR. .FEPQGGLQNIA.TGKHNLEILTKRSNSTPATN.
H2-EA*02 Mm IK(E)EHTIIQ.AEFYLLP ... .DKRGEFMFDF DG DEIFHVDI E.. KSETIWRL..... EEFAK..... FAS..FEAQGALANIA.VDKANLDVMKERSNNTPDAN.
MHC-IIb
HLA-DMA*01  (A) PTPMWPDDLONHTFLH.TVYCQDG ... .SPSVGLSEAY DE DQLFFFDF S.. ONTRVPRL..... PEFAD..... WAQEQGDAPAILFDKE . FCEWMIQQIGPKLDGKIPVSR
HLA-DOA*01 Hs TK(A)DHMGSYGPAFYQSY ... .GASGQFTHEF DE EQLFSVDL K.. KSEAVWRL..... PEFGD.. ... FAR..FDPOGGLAGIA.ATKAHLDILVERSNRSRAIN.
H2-DMA*01 (A) STPVFWDDPQNHTFRH.TLFCQDG ... .IPNIGLSETY DE DELFSFDF S.. ONTRVPRL..... PDFAE.. ... WAQGQGDASAIAFDKS . FCEMLMREVSPKLEGQIPVSR
H2-DOA*01 Mm IK(A)DHMGSYGPAFYQSY ... .DASGQFTHEF DG EQIFSVDL K.. NEEVVWRL..... PEFGD.. ... FAH..SDFQSGLMSIS.MIKAHLDILVERSNRTRAVS.

Fig. 3. IMGT Protein display of G-DOMAINs and G-LIKE-DOMAINS of representative MHC and MHC-I-like chains. (A) G-ALPHAL1 [D1], G-
ALPHAI1-LIKE [D1] and G-ALPHA [D1] domains from classical (MHC-Ia) and nonclassical (MHC-Ib) MHC-I, from MHC-I-like, and from
classical (MHC-IIa) and nonclassical (MHC-IIb) MHC-II, respectively. (B) G-ALPHA2 [D2], G-ALPHA2-LIKE [D2] and G-BETA [D1]
domains from classical (MHC-Ia) and nonclassical (MHC-Ib) MHC-I, from MHC-I-like, and from classical (MHC-IIa) and nonclassical (MHC-
IIb) MHC-II, respectively. [D1], [D2] and [D3] indicate the position of the domains from the N-terminal end of the chains. Membrane proteins
quoted in this figure are of type I, that is with the chain N-terminal end being extracellular. Sequences are from Homo sapiens (Hs) and from Mus
musculus (Mm). The IMGT Protein display is according to the IMGT unique numbering for G-DOMAIN and G-LIKE-DOMAIN, based on the
NUMEROTATION concept of IMGT-ONTOLOGY [17]. The G-DOMAINs and G-LIKE-DOMAINs are designated with the IMGT labels
(IMGT Scientific chart, http://imgt.cines.fr). Beta strands are shown by horizontal arrows. Dots indicate missing amino acids according to the
IMGT unique numbering. Amino acids resulting from a splicing with a preceding exon are shown within parentheses. EMBL/GenBank/DDBJ
accession numbers are reported in Table 1. Potential N-glycosylation sites (N-X—S/T) are underlined. Note that the C-LIKE-DOMAIN [D2] of M.
musculus H2-AA (NT_039649, H2-AA*01), H. sapiens HLA-DMA (NT_007592, HLA-DMA*01) and M. musculus H2-AB (NT_039649, H2-
AB*01) werereported in Fig. 3 of Ref. [21]. Gene names (symbols) are according to the IMGT Nomenclature committee IMGT-NC) [1] and to the
HUGO Nomenclature Committee (HGNC) [41]. Full gene designations for the MHC genes are based on the examples shown within parentheses:
human MHC-I (HLA-A: Major histocompatibility complex, class I, A), mouse MHC-I (H2-K1: histocompatibility 2, class I, K1), human MHC-IT
(HLA-DPA1: MHC class II, DP alphal; HLA-DPB1: MHC class II, DP betal), and mouse MHC-II (H2-A A: histocompatibility 2, class II, A alpha;
H2-AB: histocompatibility 2, class II, A beta). Full gene designations for the MHC-I-like genes are the following: MICA, MHC class I polypeptide-
related sequence A; MR1: major histocompatibility complex, class I-related; RAET1N: retinoic acid early transcript 1 N, UL16 binding protein 3;
CD1D1: CDI1D antigen, polypeptide 1; FCGRT: Fc fragment of IgG, receptor, transporter, alpha; AZGP1: alpha-2-glycoprotein 1, zinc. Amino
acid one-letter abbreviation: A (Ala), alanine; C (Cys), cysteine; D (Asp), aspartic acid; E (Glu), glutamic acid; F (Phe), phenylalanine; G (Gly),
glycine; H (His), histidine; I (Ileu), isoleucine; K (Lys), lysine; L (Leu), leucine; M (Met), methionine; N (Asn), asparagine; P (Pro), proline; Q
(Gln), glutamine; R (Arg), arginine; S (Ser), serine; T (Thr), threonine; V (Val), valine; W (Trp), tryptophan; Y (Tyr), tyrosine.
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G-ALPHA2 [D2]
MHC-Ia
HLA-A*0201 Hs (G) SHTVQR.MYGCDVG SDW RFLRGYHQYAY DG KDYIALKE D.. LRSWTAAD MAAQT . TKHKWEAA . HVAEQLRAYLEGTCVEWLRRYLENGKETLQRT .
HLA-B*0702 Hs (G) SHTLQS .MYGCDVG PDG RLLRGHDQYAY DG KDYIALNE D.. LRSWTAAD TAAQT . TQRKWEAA . REAEQRRAYLEGECVEWLRRYLENGKDKLERA .
HLA-Cw*0701 Hs (G) SHTLQR.MYGCDLG PDG RLLRGYDQSAY DG KDYIALNE D.. LRSWTAAD..... TAAQI.TQRKLEAA.RAAEQLRAYLEGTCVEWLRRYLENGKETLORA.
H2-D1*02 Mm (G) SHTLQQ.MSGCDLG SDW RLLRGYLQFAY EG RDYIALNE D.. LKTWTAAD MAAQT . TRRKWEQS . GAAEHYKAYLEGECVEWLHRYLKNGNATLLRT .
H2-K1*01 Mm (G) SHTIQV.ISGCEVG SDG RLLRGYQQYAY DG CDYIALNE D.. LKTWTAAD MAALI . TKHKWEQA . GEAERLRAYLEGTCVEWLRRYLKNGNATLLRT .
H2-L*02 Mm (G) THTLQW.MYGCDVG SDG RLLRGYEQFAY DG RDYIALNE D.. LKTWTAAD..... MAAQT . TRRKWEQA . GAAEYYRAYLEGECVEWLHRYLKNGNATLLRT .
MHC-Tb
HLA-E*01 Hs (G) SHTLQW.MHGCELG PDR RFLRGYEQFAY DG KDYLTLNE D. TAAQT . SEQKSNDA . SEAEHORAYLEDTCVEWLHKYLEKGKETLLHL .
HLA-F*01 Hs (G) SHTLQG . MNGCDMG PDG RLLRGYHQHAY DG KDYISLNE D. TVAQI . TQRFYEAE . EYAEEFRTYLEGECLELLRRYLENGKETLORA .
HLA-G*01 Hs (S) SHTLQW.MIGCDLG SDG RLLRGYEQYAY DG KDYLALNE D. . TAAQI.SKRKCEAA.NVAEQRRAYLEGTCVEWLHRYLENGKEMLORA.
H2-M5*02 Mm (G) SHVFQC.VYGCEVG PDG LFLRGHEKHAY DG RDYLTLSP D. TAAQI. y -GVSEQRQSFLKGECVDSLRTYLEIRKETLLRT .
H2-07*02 Mm (G) SHTLQW.MYGCDMG SDG RLLRGYLQFAY EG RDYIALNE D. MAAQI. -GIAEKDQAYLEGTCMQSLRRYLOLGKETLLRT .
H2-T3*01 Mm (G) SHTIQV.MYGCEVE FFG SLFRAYEQHGY DG RDYIALNE D. TAAET. -GYTELRRTYLEGPCKDSLLRYLENRKKTQECT .
G-ALPHA2-LIKE [D2]
MHC-I-like
MICA*01 Hs (G) LHSLQE.IRVCEIH ED. NSTRSSQHFYY DG ELFLSQONL E. TLAMN . VRNFLKEDAMKTKTHYHAMHADCLOQELRRYLKSGV . VLRRT .
MR1*01 Hs (G) SHTYQR.MIGCELL ED. GSTTGFLQYAY DG QDFLIFNK D. NVAHT . IKQAWEANQHELLYQKNWLEEECTAWLKRFLEYGKDTLQRT .
RAETIN*01 Hs (G) PLTLQV .RMSCECE AD. GYIRGSWQFSF DG RKFLLFDS N. AGARR . MKEKWEKDSGLTTFFKMVSMRDCKSWLRDFLMHRKKRLEPT .
AZGP1*01 Mm (G) SHTFQG . MFGCEIT NN. RSSGAVWRYAY DG EDFIEFNK E.. IPAWIPLD..... PAAAN . TKLKWEAEKVYVQORAKAYLEEECPEMLKRYLNYSRSHLDRT
CD1D1*01 Mm (Y) PIEIQL.SAGCEMY PG. NASESFLHVAF QG KYVVRFWG ... .TSWQTVPGAP.. SWLDL.PIKVLNADQGTSATVQMLLNDTCPLFVRGLLEAGKSDLEKQ.
FCGRT*01 Mm (G) TYTLQG.LLGCELA SD. NSSVPTAVFAL NG EEFMKFNP R.. IGNWTGEW..... PETEI . VANLWMKQPDAARKESEFLLNSCPERLLGHLERGRRNLEWK .
G-BETA [D1]
MHC-IIa
HLA-DPB1*0401 Hs (E) NYLFQG.RQECYAF NGT Q..RFLERYIY NR EEFARFDS D.. VGEFRAVT..... ELGRP . AAEYWNSQKDILEEKRAVPDRMCRHNYELGGPMTLORR. . .
HLA-DQB1*0301 Hs (E) DFVYQF .KAMCYFT NGT ERVRYVTRYIY NR EEYARFDS D.. VEVYRAVT..... PLGPP.DAEYWNSQKEVLERTRAELDTVCRHNYQLELRTTLORR. . .
HLA-DRB1*%1402 Hs (P)RFLEYS.TSECHFF NGT ERVRFLERYFH NQ EENVRFDS D.. VGEYRAVT..... ELGRP.DAEYWNSQKDLLEQRRAAVDTYCRHNYGVGESFTVQRR. . . .
H2-AB*02 Mm (R) HFVHQF . QPFCYFT NGT QRIRLVIRYIY NR EEYVRFDS D.. VGEYRAVT..... ELGRP . DAEYWNK . . QYLERTRAELDTVCRHENYEKTETPTSLRRL. .
H2-EB1*01 Mm (P)WFLEYC.KSECHFY NGT QRVRLLERYFY NL EENLRFDS D.. VGEFRAVT..... ELGRP . DAENWNSQPEFLEQKRAEVDTVCRHNYEISDKFLVRRR. . .
MHC-IIb
HLA-DMB*01 Hs (G) GFVAHV.ESTCLLD DAG TPKDFTYCISF NK DLLTCWDP E.. ENKMAPCEFGVL. NSLAN.VLSQHLNQKDTLMQRLRNGLQNCATHTQPFWGSLTNRT. . .
HLA-DOB*01 Hs (E) DFVIQA.KADCYFT NGT EKVQFVVRFIF NL EEYVRFDS D.. VGMFVALT..... KLGQP . DAEQWNSRLDLLERSRQAVDGVCRENYRLGAPFTVGRK .
H2-DMB1*02 Mm (G) GFVAHV.ESTCVLD DAG TPQDFTYCVSF NK DLLACWDP I.. VGKIVPCEFGVL. YPLAE.NFSRILNKEESLLORLONGLPDCASHTQPFWNALTHRT. . .
H2-DOB*01 Mm (E)NFVIQA.KADCYFT NGT EKVHLLVRFIF NL EEYLHFDS D.. LGMFVALT..... ELGEP . DADQWNKRLDLLETSRAAVNMVCRQKYKLGAPFTVERN. . . .

Fig. 3 (continued)

numbering, to allow meaningful sequence and
structure alignment and comparison between the
G-ALPHA1 and G-ALPHA?2 sequences. Correspon-
dence between the IMGT unique numbering for G-
DOMAIN and different MHC chain numberings is
shown in Table 3. Examples include the G-ALPHA1
[D1] and G-ALPHA?2 [D2] domains of the classical
MHC-I (MHC-Ia) HLA-A, the G-ALPHA [D1] and
G-BETA [D1] domains of the classical MHC-II
(MHC-IIa) HLA-DRA and HLA-DRBI, and the G-
ALPHA [D1] and G-BETA [D1] domains of the
nonclassical MHC-II (MHC-IIb) HLA-DMA and
HLA-DMB.

The IMGT unique numbering for G-DOMAIN
has been extended to the G-LIKE-DOMAINs of
MhcSF proteins other than MHC. So far, only
MHC-I-like proteins have been identified in the
MhcSF [43-46]. The examples of MHC-I-like
chains shown in Fig. 3 include the human
MICA*01, MR1*01 and RAETIN*01, and the
mouse AZGP1*01, CD1D1*01 and FCGRT*0I.
The G-ALPHAI1-LIKE [D1] and G-ALPHA2-LIKE

[D2] domains of these proteins show a striking
structural homology with the MHC G-ALPHAL1 and
G-ALPHA2 domains and this, despite a high
sequence divergence [46]. The implementation of
the IMGT unique numbering for G-DOMAIN and
G-LIKE-DOMAIN represents therefore a major
step in the standardization of the MhcSF amino
acid sequence alignments (Fig. 3). As the nucleo-
tide positions are derived from the codon number-
ing, the IMGT unique numbering allows a
standardized allele description and the setting up
of ‘Tables of alleles’ and ‘Alignments of alleles’
for MhcSF proteins, whatever the receptor, the
chain or the species (IMGT Repertoire for MHC,
IMGT Repertoire for RPI, http://imgt.cines.fr).
Owing to that standardization, the sequence poly-
morphisms of any G-DOMAIN (of any MHC
gene or chain, from any vertebrate species) and
the sequence polymorphisms of any G-LIKE-
DOMAIN (of any MHC-I-like gene or chain,
from any species) can easily be described and
analysed.



Table 2

Lengths of the G-DOMAIN and G-LIKE-DOMAIN labels, according to the IMGT unique numbering

A G-ALPHALI [D1] G-ALPHAI-LIKE [D1]
MHC-Ia MHC-Ib MHC-I-like
G-DOMAIN  IMGT Domain HLA-A H2-D1 HLA-E H2-M5 MICA MRI1 RAETIN  AZGP1 CDID1 FCGRT
and G-LIKE-  unique maximal HLA-B H2-K1 HLA-F H2-Q7
DOMAIN number- length HLA-C H2-L HLA-G H2-T3
labels ing Hs Mm Hs Mm Hs Hs Hs Mm Mm Mm
A-STRAND 1.3-1.1° +3 +3 +1
1-14 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14
TA +1
AB-TURN 15-17 3 3 3 3 3 3 3 3 3 2 3
B-STRAND 18-28 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11
BC-TURN 29-30 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
C-STRAND 31-38 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
CD-TURN 3941 3 3 3 3 3 1 1 1 1 1 1
D-STRAND  42-49 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
49.1-49.5 +5
HELIX 50-92 43 41 41 41 41 37 39 40 40 41 37
S54A +1 +1 +1 +1 +1 +1
61A +1
61B +1
72A +1
92A +1
Total length 92 (+14) 90 90 90 90 86 (+1) 88 (+1) 89 (+1) 89 90 (+4) 86 (+2)
A G-ALPHA [D1]
MHC-IIa MHC-IIb
G-DOMAIN IMGT Domain HLA-DPA1  HLA-DQA1 H2-AA H2-EA HLA-DMA  HLA-DOA H2-DMA H2-DOA
and G-LIKE- unique maximal HLA-DRA
DOMAIN numbering length Hs Hs Mm Mm Hs Hs Mm Mm
labels
A-STRAND 1.10-1.1* +10 +2 +2 +2 +2 +10 +2 +10 +2
1-14 14 14 14 14 14 14 14 14 14
TA +1 +1 +1 +1 +1
AB-TURN 15-17 3 0 0 0 0 0 0 0 0
B-STRAND 18-28 11 10 10 10 10 10 10 10 10
BC-TURN 29-30 2 2 2 2 2 2 2 2 2
C-STRAND 31-38 8 8 8 8 8 8 8 8 8
CD-TURN 3941 3 1 1 1 1 1 1 1 1
D-STRAND 42-49 8 8 8 8 8 8 8 8 8
49.1-49.5 +5
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HELIX 50-92 43 39 38 39 39 39 39 39 39
54A +1
61A +1 +1 +1
61B +1 +1 +1
72A +1
92A +1 +1 +1
Total length 92 (+21) 82 (+2) 81 (+3) 82 (+3) 82 (+2) 82 (+13) 82 (+3) 82 (+13) 82 (+3)
B G-ALPHA [D2] G-ALPHA2-LIKE [D2]
MHC-Ia MHC-Ib MHC-I-like
G-DOMAIN  IMGT Domain HLA-A H2-D1 HLA-E H2-M5 MICA MR1 RAETIN  AZGP1 CDID1 FCGRT
and G-LIKE-  unique maximal HLA-B H2-K1 HLA-F H2-Q7
DOMAIN number- length HLA-C H2-L HLA-G H2-T3
labels ing Hs Mm Hs Mm Hs Hs Hs Mm Mm Mm
A-STRAND 1-14 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14
7A +1
AB-TURN 15-17 3 3 3 3 3 2 2 2 2 2 2
B-STRAND 18-28 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11
BC-TURN 29-30 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
C-STRAND  31-38 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
CD-TURN 3941 3 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1
D-STRAND  42-49 8 8 8 8 8 8 8 8 8 7 8
49.1-495 +5 +5 +3
HELIX 50-92 43 43 43 43 43 42 43 43 43 43 43
54A +1
61A +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1
61B +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1
72A +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1
92A +1
Total length 92 (+11) 90 (+2) 90 (+2) 90 (+2) 90 (+2) 88 (+8) 89 (+3) 89 (+3) 89 (+3) 87 (+6) 89 (+3)
B G-BETA [D1]
MHC-IIa MHC-IIb
G-DOMAIN  IMGT Domain HLA-DPB1 HLA-DQB1  H2-AB H2-EB1 HLA-DMB HLA-DOB H2-DMB1 H2-DOB
and G-LIKE-  unique num-  maximal HLA-DRBI1
DOMAIN bering length Hs Hs Mm Mm Hs Hs Mm Mm
labels
A-STRAND  1-14 14 14 14 14 14 14 14 14 14
7A +1
AB-TURN 15-17 3 3 3 3 3 3 3 3 3
B-STRAND  18-28 11 9 11 11 11 11 11 11 11

(continued on next page)
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Table 2 (continued)

B G-BETA [DI]
MHC-IIa MHC-IIb
G-DOMAIN IMGT Domain HLA-DPB1 HLA-DQB!  H2-AB H2-EB1 HLA-DMB HLA-DOB H2-DMBI1 H2-DOB
and G-LIKE- unique num-  maximal HLA-DRB1
DOMAIN bering length Hs Hs Mm Mm Hs Hs Mm Mm
labels
BC-TURN 29-30 2 2 2 2 2 2 2 2 2
C-STRAND  31-38 8 8 8 8 8 8 8 8 8
CD-TURN 3941 3 1 1 1 1 1 1 1 1
D-STRAND  42-49 8 8 8 8 8 8 8 8 8
49.1-49.5 +5 +4 +4
HELIX 50-92 43 40 40 41 40 40 40 40 40
54A +1
61A +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1
61B +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1
72A +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1
92A +1
Total length 92 (+11) 85 (+3) 87 (+3) 88 (+1) 87 (+3) 87 (+7) 87 (+3) 87 (+7) 87 (+3)

(A) G-ALPHAL1 [D1] domains of MHC-Ia and MHC-Ib chains, G-ALPHA1-LIKE [D1] domains of MHC-I-like chains, and G-ALPHA [D1] domains of MHC-IIa and MHC-IIb
chains. (B) G-ALPHA2 [D2] domains of MHC-Ia and MHC-Ib chains, G-ALPHA2-LIKE [D2] domains of MHC-I-like chains, and G-BETA [D1] domains of MHC-IIa and MHC-
IIb chains. A plus (+) sign indicates additional positions (see text).

# The amino acids at positions 1.2 and 1.1 for HLA-DRA were identified by amino acid sequencing [42] and extrapolated for the G-ALPHA [D1] domains of the other MHC-IIa
chains and for the MHC-IIb HLA-DQA and H2-DQA chains. These additional amino acids, and those at positions 1.10-1.1 of the G-ALPHA [D1] domain of the HLA-DMA and
H2-DMA chains, need to be confirmed experimentally in the mature chain. This also concerns positions 1.3-1.1 of the G-ALPHA1-LIKE [D1] domain of the M. musculus CD1D1
and positions 1.1 of M. musculus FCGRT.
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Table 3

Correspondence between the IMGT unique numbering for G-DOMAIN and G-LIKE-DOMAIN, and MHC-Ia, MHC-IIa and MHC-IIb chain numberings

IMGT G-
DOMAIN and G-
LIKE-DOMAIN
labels

IMGT unique

numbering for G-
DOMAIN and G-
LIKE-DOMAIN*

MHC-Ia MHC-IIa MHC-IIb

I-ALPHA chain II-ALPHA chain II-BETA chain II-ALPHA chain II-BETA chain
HLA-A*0201 HLA-DRA*0101 HLA-DRB1#1402  HLA-DMA*01 HLA-DMB*01
G-ALPHALI [D1] G-ALPHA2 [D2] G-ALPHA [D1] G-BETA [D1] G-ALPHA [D1] G-BETA [D1]
domain domain domain domain domain domain

A-STRAND

AB-TURN

B-STRAND

1.10

18

1 ggc GLY (G)
2 tct SER S

3 cac HISH

4 tcc SER S

5 atg MET M
6 agg ARG R
7tat TYRY

8 ttc PHE F

9 ttc PHE F

10 aca THR T
11 tcc SER S
12 gtg VAL V
13 tcc SER S
14 cgg ARG R
15 ccc PRO P
16 ggc GLY G
17 cgc ARG R
18 ggg GLY G
19 gag GLU E
20 ccc PROP
21 cgc ARG R
22 ttc PHE F
23 atc ILE 1

91 ggt GLY (G)
92 tct SER S

93 cac HIS H
94 acc THR T
95 gtc VAL V
96 cag GLN Q
97 agg ARG R
98 atg MET M
99 tat TYR'Y
100 ggc GLY G
101 tge CYS C
102 gac ASP D
103 gtg VAL V
104 ggg GLY G
105 tcg SER S
106 gac ASP D
107 tgg TRP W
108 cgc ARG R
109 ttc PHE F
110 ctc LEU L
111 cgc ARG R
112 ggg GLY G
113 tac TYR'Y

1 atc ILE I
2aaa LYS K
3 gaa GLU (E)
4 gaa GLUE
5 cat HIS H

6 gtg VAL V
7 atc ILE 1

8 atc ILE I

9 cag GLN Q
10 gcc ALA A
11 gag GLU E
12 ttc PHE F
13tat TYRY
14 ctg LEUL
15 aat ASN N
16 cct PRO P

17 gac ASPD
18 caa GLN Q
19 tca SER S

20 ggc GLY G
21 gag GLU E

1 cca PRO (P)
2 cgt ARG R
3 ttc PHE F
4ttg LEUL

5 gag GLU E
6tac TYRY

7 tct SER S
8acg THRT
9 tct SER S

10 gag GLU E
11tgt CYS C
12 cat HIS H
13 ttc PHE F
14 ttc PHE F
15 aat ASN N
16 ggg GLY G
17 acg THR T
18 gag GLU E
19 cgg ARG R
20 gtg VAL V
21 cgg ARG R
22 ttc PHE F
23 ctg LEU L

1 get ALA (A)
2 cct PRO P
3act THR T

4 cca PROP

5 atg MET M
6 tgg TRP W
7 cca PRO P

8 gat ASP D

9 gac ASP D
10 ctg LEU L
11 caa GLN Q
12 aac ASN N
13 cac HIS H
14 aca THR T
15 ttc PHE F
16 ctg LEU L
17 cac HIS H
18 aca THR T
19 gtg VAL V
20 tac TYR'Y
21 tge CYS C
22 cag GLN Q
23 gat ASP D
24 ggg GLY G

25 agt SER S
26 ccc PRO P
27 agt SER S
28 gtg VAL V
29 gga GLY G

(continued on next page)

1 ggt GLY (G)
2 ggc GLY G
3 ttc PHE F

4 gtg VAL V
5gcc ALA A
6 cat HIS H

7 gtg VAL V
8 gaa GLU E
9 agc SER S
10 acc THR T
11tgt CYS C
12 ctg LEU L
13ttg LEUL
14 gat ASP D
15 gat ASP D
16 gct ALA A
17 ggg GLY G
18 act THR T
19 cca PRO P
20 aag LYS K
21 gat ASP D
22 ttc PHE F
23 acaTHR T
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Table 3 (continued)

IMGT G- IMGT unique MHC-Ia MHC-IIa MHC-IIb

DOMAIN and G- numbering for G-y 1 by chain I-ALPHA chain ~ II-BETA chain II-ALPHA chain  II-BETA chain

LIKE-DOMAIN DOMAIN and G-

labels LIKE-DOMAIN® HLA-A*0201 HLA-DRA*0101 HLA-DRB1*1402  HLA-DMA*01 HLA-DMB*01

G-ALPHALI [D1] G-ALPHA2 [D2] G-ALPHA [D1] G-BETA [D1] G-ALPHA [D1] G-BETA [D1]
domain domain domain domain domain domain

24 24 gca ALA A 114 cac HIS H 22 ttt PHE F 24 gag GLUE 30 ctc LEU L 24 tac TYR'Y
25 25 gtg VAL V 115 cag GLN Q 23 atg MET M 25 aga ARG R 31 tct SER S 25 tge CYS C
26 26 ggec GLY G 116 tac TYR 'Y 24 ttt PHE F 26 tac TYR Y 32 gag GLU E 26 atc ILE I
27 27 tac TYR'Y 117 gecc ALA A 25 gac ASP D 27 ttc PHE F 33 gcc ALA A 27 tcc SER S
28 28 gtg VAL V 118 tac TYR'Y 26 ttt PHE F 28 cat HIS H 34 tac TYR'Y 28 ttc PHE F

BC-TURN 29 29 gac ASP D 119 gac ASP D 27 gat ASP D 29 aac ASN N 35 gac ASP D 29 aac ASN N
30 30 gac ASP D 120 ggc GLY G 28 ggt GLY G 30 cag GLN Q 36 gag GLU E 30 aag LYS K

C-STRAND 31 31acg THR T 121 aag LYS K 29 gat ASP D 31 gag GLU E 37 gac ASP D 31 gat ASP D
32 32 cag GLN Q 122 gat ASP D 30 gag GLU E 32 gag GLUE 38 cag GLN Q 32 ctg LEUL
33 33 ttc PHE F 123 tac TYR'Y 31 att ILE I 33 aac ASN N 39 ctt LEU L 33 ctg LEUL
34 34 gtg VAL V 124 atc ILE 1 32 ttc PHE F 34 gtg VAL V 40 ttc PHE F 34 acc THR T
35 35 cgg ARG R 125 gec ALA A 33 cat HIS H 35 cgc ARG R 41 ttc PHE F 35tgc CYS C
36 36 ttc PHE F 126 ctg LEU L 34 gtg VAL V 36 ttc PHE F 42 ttc PHE F 36 tgg TRP W
37 37 gac ASP D 127 aaa LYS K 35 gat ASP D 37 gac ASP D 43 gac ASP D 37 gat ASP D
38 38 agc SER S 128 gag GLU E 36 atg MET M 38 agc SER S 44 ttt PHE F 38 cca PROP

CD-TURN 39 39 gac ASP D 129 gac ASPD 37 gca ALA A 39 gac ASP D 45 tcc SER S 39 gag GLU E
40 40 gcc ALA A - - - - -
41 41 gcg ALA A - - - - -

D-STRAND 42 42 agc SER S 130 ctg LEU L 38 aag LYS K 40 gtg VAL V 46 cag GLN Q 40 gag GLUE
43 43 cag GLN Q 131 cgc ARG R 39 aag LYS K 41 ggg GLY G 47 aac ASN N 41 aat ASN N
44 44 agg ARG R 132 tct SER S 40 gag GLU E 42 gag GLUE 48 act THR T 42 aag LYS K
45 45 atg MET M 133 tgg TRP W 41 acg THRT 43 tac TYR'Y 49 cgg ARG R 43 atg MET M
46 46 gag GLU E 134 acc THR T 42 gtc VAL V 44 cgg ARG R 50 gtg VAL V 44 gcc ALA A
47 47 ccg PRO P 135 gcg ALA A 43 tgg TRP W 45 gcg ALA A 51 cct PRO P 45 cct PRO P
48 48 cgg ARG R 136 gcg ALA A 44 cgg ARG R 46 gtg VAL V 52 cgc ARG R 46 tge CYS C
49 49 gcg ALA A 137 gac ASP D 45 ctt LEU L 47 acg THR' T 53 ctg LEUL 47 gaa GLU E
49.1 - - - - - 48 ttt PHE F
49.2 - - - - - 49 ggg GLY G
49.3 - - - - - 50 gtg VAL V
49.4 - - - - - 51ctg LEUL
49.5 - - - - - -

HELIX 50 50 ccg PRO P 138 atg MET M 46 gaa GLU E 48 gag GLU E 54 ccc PRO P 52 aat ASN N
51 51 tgg TRP W 139 gca ALA A 47 gaa GLU E 49 ctg LEU L 55 gaa GLU E 53 agc SER S
52 52 ataILE I 140 gct ALA A 48 ttt PHE F 50 ggg GLY G 56 ttt PHE F 54 ttg LEU L
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53
54
S4A
55
56
57
58
59
60
61
61A
61B
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
72A
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90

53 gag GLU E
54 cag GLN Q
55 gag GLU E
56 ggt GLY G
57 ccg PRO P
58 gag GLU E
59 tat TYR'Y

60 tgg TRP W
61 gac ASP D

62 ggg GLY G
63 gag GLU E
64 acaTHR T
65 cgg ARG R
66 aaa LYS K
67 gtg VAL V
68 aag LYS K
69 gcc ALA A
70 cac HIS H
71 tca SER S
72 cag GLN Q
73 act THR T
74 cac HIS H
75 cga ARG R
76 gtg VAL V
77 gac ASP D
78 ctg LEU L
79 ggg GLY G
80 acc THR T
81 ctg LEUL
82 cgc ARG R
83 ggc GLY G
84 tac TYRY
85tac TYRY
86 aac ASN N
87 cag GLN Q
88 agc SER S
89 gag GLU E
90 gcc ALA A

141 cag GLN Q
142 acc THR T
143 acc THR T
144 aag LYS K
145 cac HIS H

146 aag LYS K
147 tgg TRP W
148 gag GLU E
149 gcg ALA A
150 gec ALA A
151 cat HISH

152 gtg VAL V
153 gcg ALA A
154 gag GLU E
155 cag GLN Q
156 ttg LEU L

157 aga ARG R
158 gcc ALA A
159 tac TYR Y
160 ctg LEU L

161 gag GLU E
162 ggc GLY G
163 acg THR T
164 tgc CYS C

165 gtg VAL V
166 gag GLU E
167 tgg TRP W
168 ctc LEU L

169 cge ARG R
170 aga ARG R
171 tac TYR'Y
172 ctg LEU L

173 gag GLU E
174 aac ASN N
175 ggg GLY G
176 aag LYS K
177 gag GLU E
178 acg THR T
179 ctg LEU L

180 cag GLN Q

49 gga GLY G
50 cga ARG R

51ttt PHE F
52 gcc ALA A
53 age SER S

54 ttt PHE F
55 gag GLU E
56 gct ALA A
57 caa GLN Q
58 ggt GLY G
59 gca ALA A
60 ttg LEU L
61 gcc ALA A
62 aac ASN N
63 ataILE I
64 gct ALA A
65 gtg VAL V
66 gac ASP D
67 aaa LYS K
68 gcc ALA A
69 aac ASN N
70 ctg LEU L
71 gaa GLU E
72 atc ILE I
73 atg MET M
74 aca THR T
75 aag LYS K
76 cgc ARG R
77 tcc SER S
78 aac ASN N
79 tat TYR'Y
80 act THR T
81 ccg PROP
82 atc ILE 1

51 cgg ARG R
52 cct PRO P
53 gat ASPD
54 gcc ALA A
55 gag GLU E
56 tac TYR 'Y
57 tgg TRP W
58 aac ASN N
59 agc SER S
60 cag GLN Q
61 aag LYS K
62 gac ASP D
63 ctc LEU L
64 ctg LEU L
65 gag GLU E
66 cag GLN Q
67 agg ARG R
68 cgg ARG R
69 gcc ALA A
70 gcg ALA A
71 gtg VAL V
72 gac ASP D
73 acc THR' T
74 tac TYRY
75 tge CYS C
76 aga ARG R
77 cac HIS H
78 aac ASN N
79 tac TYR'Y
80 ggg GLY G
81 gtt VAL V
82 ggt GLY G
83 gag GLU E
84 agc SER S
85 ttc PHE F
86 aca THR T
87 gtg VAL V
88 cag GLN Q
89 cgg ARG R
90 cga ARG R

57 get ALA A
58 gac ASP D

59 tgg TRP W
60 gct ALA A
61 cag GLN Q
62 gaa GLU E
63 cag GLN Q
64 gga GLY G
65 gat ASP D
66 gct ALA A
67 cct PRO P
68 gcc ALA A
69 att ILE 1
70 tta LEU L
71 ttt PHE F
72 gac ASP D
73 aaa LYS K
74 gag GLU E
75 ttc PHE F
76 tgc CYS C
77 gag GLU E
78 tgg TRP W
79 atg MET M
80 atc ILE I
81 cag GLN Q
82 caa GLN Q
83 ata ILE I
84 ggg GLY G
85 cca PRO P
86 aaa LYS K
87 ctt LEU L
88 gat ASP D
89 ggg GLY G
90 aaa LYS K
91 atc ILE I
92 ccg PRO P

55 gcg ALA A
56 aat ASN N
57 gtc VAL V
58 ctc LEU L
59 tca SER S
60 cag GLN Q
61 cac HIS H
62 ctc LEUL
63 aac ASN N
64 caa GLN Q
65 aaa LYS K
66 gac ASP D
67 acc THR T
68 ctg LEU L
69 atg MET M
70 cag GLN Q
71 cgc ARG R
72 ttg LEU L
73 cgc ARG R
74 aat ASN N
75 ggg GLY G
76 ctt LEU L
77 cag GLN Q
78 aat ASN N
79 tgt CYS C
80 gcc ALA A
81 aca THR T
82 cac HIS H
83 acc THR T
84 cag GLN Q
85 ccc PRO P
86 ttc PHE F
87 tgg TRP W
88 gga GLY G
89 tca SER S
90 ctg LEU L
91 acc THR T
92 aac ASN N
93 agg ARG R
94 aca THR T

(continued on next page)
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Fig. 4 (continued)

using the IMGT unique numbering, based on the
NUMEROTATION concept of IMGT-ONTOLOGY
[17]. Indeed, this completes the IMGT unique
numbering for V-DOMAIN and V-LIKE-DOMAIN
that allows to compare any V-set domain of IgSF
proteins (V-DOMAIN of IG and TR, and V-LIKE-
DOMAIN of IgSF proteins other than the IG or TR)

[20,35], and the IMGT unique numbering for
C-DOMAIN and C-LIKE-DOMAIN that allows to
compare any C-set domain of IgSF proteins (C-
DOMAIN of IG and TR, and C-LIKE-DOMAIN of
IgSF other than the IG or TR) [21,35].

The IMGT unique numbering has many advan-
tages. Three features are worth noting: (i) In IMGT,
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any domain is characterized by the length of its
strands, loops and turns and, for the G-set, by the
length of its helix. The strand, loop, turn or helix
lengths (the number of codons or amino acids, that is
the number of occupied positions) become crucial
information which characterizes the domains. This
first feature of the IMGT standardization based on

the IMGT unique numbering allowed, for instance, to
show that the distinction between the C1, C2, I1 and
12 types found in the literature and in the databases to
describe the IgSF C-set domains is unapplicable when
dealing with sequences for which no structural data
are known (discussed in [21]). (ii) A second feature of
the IMGT standardization is the comparison of cDNA
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and/or amino acid sequences with genomic
sequences, and the identification of the splicing
sites, to delimit precisely the domains: a G-DOMAIN
or a G-LIKE-DOMAIN is frequently encoded by a
unique exon, as this is the case for the V-LIKE-
DOMAINs [20,35], C-DOMAINs and C-LIKE-
DOMAINSs [21,35]. This IMGT standardization for
the domain delimitation explains the discrepancies
observed with the generalist Swiss-Prot database
which does not take into account this criteria. (iii)
At last, a third feature is the IMGT Collier de Perles
which, in the absence of available 3D structures, is
particularly useful to compare domains of very
diverse families.

The IMGT unique numbering allows standardized
representations of nucleotide and amino acid
sequences in the IMGT Web resources, and more
particularly in the IMGT Repertoire (http://imgt.
cines.fr) (Tables of alleles, Alignments of alleles,
IMGT Protein displays, IMGT Colliers de Perles, 3D
structures). The IMGT unique numbering is exten-
sively used in the IMGT databases [1,22-25] and
sequence and structure analysis tools [25-28]. It is a
key element of the IMGT strategy for the automatic
annotation of nucleotide sequences and standardized
label assignment [48]. The IMGT unique numbering
represents, therefore, a major step forward in the
analysis and comparison of the MhcSF domains as
this was already demonstrated for the IgSF domains
[20,21,35]. By providing a unique frame for the
structural analysis of the V-set, C-set and G-set
domains, the IMGT standardized approach opens new
insight on the evolution of these domains and of their
functional interactions.
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Abstract

The immunoglobulin superfamily (IgSF) comprises
the immunoglobulins (IG) and T cell receptors (TR)
involved in antigen recognition, and also a great
number of proteins other than IG and TR that are
involved in many different functions (in ligand-
receptor interactions in development, differentiation,
activation, adhesion, regulation, etc.). The IgSF proteins
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are defined by having at least one immunoglobulin-like (Ig-like) domain.
Despite a large divergence in the amino acid sequences, the Ig-like domains
share the 1G structural fold which typically consists of about one hundred
amino acids in antiparallel beta strands, linked by beta turns or loops, and
located on two layers maintained by a disulfide bridge. The number of
antiparallel beta strands defines two sets: 9 strands for the V-set (which
comprises the V-DOMAINs of the IG and TR, and the V-LIKE-DOMAINs of
the IgSF proteins other than the IG or TR) and 7 strands for the C-set (which
comprises the C-DOMAINs of the IG and TR, and the C-LIKE-DOMAINs of
the IgSF proteins other than the IG or TR). IMGT, the international
ImMunoGeneTics information system® (http://imgt.cines.fr), has set up a
unique numbering system which takes into account the structural features of
the Ig-like domains. In this paper, we describe the IMGT Scientific chart rules
for the description of the IgSF V-set and C-set domains, that are applicable for
the sequence and structure analysis, whatever the species, the IgSF protein or
the chain type. We present examples of 2D graphical representations (IMGT
Colliers de Perles) based on the IMGT unique numbering, that are particularly
useful for the visualization and comparison of the positions of mutations and
polymorphisms in the Ig-like domains.

Introduction

IMGT, the international ImMunoGeneTics information system®
(http://imgt.cines.fr) [1] is a high quality integrated knowledge resource
specializing in immunoglobulins (IG), T cell receptors (TR), major
histocompatibility complex (MHC), and related proteins of the immune system
(RPI) of human and other vertebrates [2-12]. IMGT provides a common access
to expertly annotated data on the genome, proteome, genetics and structure of
the 1G, TR, MHC and RPI, based on the IMGT Scientific chart and IMGT-
ONTOLOGY [13]. The IMGT standardized description of mutations, allelic
polymorphisms, 2D and 3D structure representations, is based on the IMGT
unique numbering [14-17]. The IMGT unique numbering is used for the 1G
and TR variable (V-DOMAIN) and constant domain (C-DOMAIN) of all
jawed vertebrates whatever the species, the antigen receptor, or the chain type
[18-35]. The IMGT unique numbering led to the first complete description of
the human IG and TR genes and alleles [18,19], the standardized 2D graphical
representations or IMGT Colliers de Perles [16,17,34,36], the standardized
definition of the framework (FR-IMGT) and complementarity-determining-
regions (CDR-IMGT) of the V-DOMAINs [16] and the description of the
strands and loops of the C-DOMAINSs [17]. The many advantages of the IMGT
unique numbering naturally led us to extend it to members of the
immunoglobulin superfamily (IgSF) other than IG or TR [37]. Indeed, the
IgSF not only comprises the IG and TR involved in antigen recognition, but
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also a great number of proteins that are involved in many different functions
(in ligand-receptor interactions in development, differentiation, activation,
adhesion, regulation, etc.) [38]. The common feature of the IgSF proteins is to
have at least one immunoglobulin-like (Ig-like) domain [37-41]. Despite a
large divergence in the amino acid sequences, the Ig-like domains share the IG
structural fold which typically consists of about one hundred amino acids in
antiparallel beta strands, linked by beta turns or loops, and located on two
layers maintained by a disulfide bridge. The number of antiparallel beta strands
defines two sets: 9 strands for the V-set (which comprises the V-DOMAINs of
the IG and TR, and the V-LIKE-DOMAINSs of the IgSF proteins other than the
IG or TR) [16], and 7 strands for the C-set (which comprises the C-DOMAINSs
of the IG and TR, and the C-LIKE-DOMAINSs of the IgSF proteins other than
the IG or TR) [17]. By taking into account the structural features of the Ig-like
domains, the IMGT unique numbering [14-17] and its graphical
representations, the IMGT Colliers de Perles [34,36,37], allow to fill in the gap
between linear amino acid sequences and three-dimensional (3D) structures.

In this paper, we describe the IMGT Scientific chart rules for the
description of the IgSF V-set and C-set domains, which are applicable for the
sequence and structure analysis, whatever the species, the IgSF protein or the
chain type. We present examples of IMGT Colliers de Perles based on the
IMGT unique numbering. This standardization is particularly useful in the
absence of 3D structural data, for the visualization and comparison of mutation
and polymorphism positions in the Ig-like domains.

1. IMGT Colliers de Perles for V-LIKE-DOMAIN
The IMGT Colliers de Perles for V-LIKE-DOMAIN is based on the IMGT
unique numbering for V-DOMAIN and V-LIKE-DOMAIN [16]. Indeed, the
3D structure of a V-LIKE-DOMAIN is very similar to that of an IG and TR V-
DOMAIN (Fig. 1). Both domain types are made of 9 antiparallel beta strands
(A, B, C, C, C”, D, E, F and G) linked by beta turns (AB, CC’, C’D, DE and
EF) or loops (BC, C’C” and FG) forming a sandwich of two sheets (Figure 1).
The sheets are closely packed against each other through hydrophobic
interactions giving a hydrophobic core, and joined together by a disulfide
bridge between strand B in the first sheet and strand F in the second sheet. In
the IMGT unique numbering, the conserved amino acids always have the same
position, for instance cysteine 23 (1st-CYS), tryptophan 41 (CONSERVED-
TRP), conserved hydrophobic (leucine) 89, cysteine 104 (2nd-CYS). The
hydrophobic amino acids of the framework regions are also found in conserved
positions [14-17]. It is remarkable that the 1G fold 3D structure has been
conserved through evolution, despite the particularities of the IG and TR
synthesis compared to the other proteins [18,19] and the sequence divergence
of the IgSF domains. Indeed, the V-LIKE-DOMAIN is usually encoded by a



114

Elodie Duprat et al.

A. One layer

V-DOMAIN and V-LIKE-DOMAIN

C-DOMAIN and C-LIKE-DOMAIN

BC ce' DE FG
(CDR1)  (CDR2) (CDR3) BC DE FG
N-terminar I\ P N-terminalp p
A B C CC D EF G A BC D E F 6
vivlvlyly < L tiy
AB cc c'D EF C-terminal AB ¢D EF C-terminal
B. Two layers

V-DOMAIN and V-LIKE-DOMAIN C-DOMAIN and C-LIKE-DOMAIN

DE

BC BC DE
N-terminal (COR1) N-terminal
A B E D Sheetl A B E D Sheet!l
FG i_ V ce FG Y_ V
(CDR3) q [ 1) (coR2) q "
6 F £ C (' Sheet?2 ¢ F co
l Sheet 2
C-terminal C Cr C-terminal

Figure 1. Schematic representation of the V-DOMAIN and V-LIKE-DOMAIN (V-set)
and C-DOMAIN and C-LIKE-DOMAIN (C-set). (A) Representation on one layer. (B)
Representation on two layers. A double-headed arrow shows that the D strand of the C-
DOMAIN and C-LIKE-DOMAIN can be localized in sheet 1 (on the back) or in sheet 2
(on the front) depending from the length of the CD transversal strand.

unique exon, whereas the IG and TR V-DOMAIN results from the rearrangement
of two (V, J) or three (V, D, J) genes [18,19] (Figure 2). The V-LIKE-DOMAIN
is usually, as the IG and TR V-DOMAIN, the most N-terminal (and extracellular)
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A.IG and TR

Homo sapiens membrane 1G gamma 1

DOMAINS Y-DOHATH CHL CHE CH3

| (121) [ 95 [ 110 [ 105 |
EXONS | W-D-J-GEKE | CHL [H] CHZ | CH3 | WL [HZ]
REGIONS L yo-s-resIon | C-REGION ¢3993 |

B. IgSF other than IG or TR

Homo sapiens CD4

DOMAINS Y-LIKE-DOMAIN C-LIKE-DOMAIW W-LIKE-DOMAIM C-LIKE-DOMAIN

| 105 EE I 116 [ a7 |
EXONS | E#2 | EX3 | Exd | EX5 | EX6 | EX7 |EX8[Y
[ v-REGION ] COMMECTING-REGION
I D-REGION [ c-DoMaIN [ TRANSMEMBRANE-REGION

[ J-recion [ w-LIKE-DOMAIN [ HINGE-REGION [ INTRACYTOPLASMIC-REGION

Figure 2. Correspondence between domains and exons. (A) IG and TR, (B) IgSF other
than IG and TR. Lengths of the domains and exons are in number of amino acids or
codons, respectively. IMGT standardized labels are in capital letters and are described
in the IMGT Scientific chart (http://imgt.cines.fr). (A) Homo sapiens membrane 1G
gamma | heavy chain (IMGT/LIGM-DB M98324) as example of IG and TR. An IG or
TR chain comprises two types of structural units: one V-DOMAIN and one (for the IG
light chains and TR chains) or several (for the IG heavy chains) C-DOMAINs (CHI1,
CH2 and CH3). The unique V-DOMAIN (encoded by a rearranged V-J or V-D-J gene)
of a IG or TR chain corresponds to the V-J-REGION or V-D-J-REGION, and is
associated to a C-REGION encoded by the C-GENE [18, 19]. (B) Homo sapiens CD4
(EMBL/GenBank/DDBJ NT_009759) as example of an IgSF protein other than IG or
TR. The general organization of the IgSF other than IG and TR is more diverse and
follows the modular shuffling between domains ranging from a unique V-LIKE-
DOMAIN or a unique C-LIKE-DOMAIN or to any combination of those domains [38].

domain of the chain. However, in contrast to the IG and TR V-DOMAIN
which is always unique, the V-LIKE-DOMAIN may be present in several
copies in the same chain and interspersed with C-LIKE-DOMAINs (Figure 2)
or with domains of other superfamilies [39].

1.1 Strands and loops of the V-LIKE-DOMAINSs

Three examples of V-LIKE-DOMAINs are shown in Figure 3: the myelin
oligodendrocyte glycoprotein (MOG) [D], the carcinoembryonic antigen-related cell
adhesion molecule 1 (CEACAM]1) [D1] and the myelin protein zero (MPZ) [D].
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Figure 3
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Figure 3. IMGT Colliers de Perles of V-LIKE-DOMAINs on one and two layers. (A)
Homo sapiens MOG [D], (B) Homo sapiens CEACAMI1 [D1], (C) Homo sapiens MPZ
[D]. Amino acids are shown in the one-letter abbreviation. Position at which
hydrophobic amino acids (hydropathy index with positive value: I, V, L, F, C, M, A)
and tryptophan (W) are found in more than 50% of analysed sequences are shown in
blue. All proline (P) are shown in yellow. The loops BC, C’C” and FG (corresponding
to the CDR-IMGT) are limited by amino acids shown in squares (anchor positions),
which belong to the neighbouring strands (FR-IMGT in V-DOMAINs). Arrows
indicate the direction of the beta strands and their different designations in 3D
structures (from IMGT Repertoire, http://imgt.cines.fr). BC loops are represented in
red, C'C" loops in orange and FG loops in purple. The IMGT Colliers de Perles on two
layers (on the right hand) show, on the forefront, the GFCC'C" strands and, on the back,
the ABED strands. Hatched circles or squares correspond to missing positions
according to the IMGT unique numbering. MPZ has two additional positions (46A and
84A) that interestingly are located at the apex of beta turns and do not disturb the
general architecture of the domain.

Swiss-Prot accession numbers: Q16653 for the Homo sapiens MOG protein,
P13688 for the Homo sapiens CEACAMI1 protein, and P25189 for the Homo
sapiens MPZ protein. IMGT Colliers de Perles were checked with the following
PDB [42] entries: 1py9 A (Mus musculus MOG [D1]), 1pkq_E (Rattus norvegicus
MOG [D1]), 116z A (Mus musculus CEACAMI1 [D1]), lneu (Rattus norvegicus
MPZ [D1]), as the human MOG [D], CEACAMI1 [D1] and MPZ [D] have not yet
been crystallized.

1.1.1 Strands

The antiparallel beta strands of the V-LIKE-DOMAIN correspond to the
conserved regions or framework (FR-IMGT) described in the V-DOMAIN
[16]. The A strand (A-STRAND, positions 1 to 15) and the B strand (B-
STRAND, positions 16 to 26) with the conserved cysteine (1st-CYS) at
position 23 correspond to the FRI1-IMGT (Table 1). The C strand (C-
STRAND, positions 39 to 46) with the tryptophan (CONSERVED-TRP) at
position 41 and the C’ strand (C’-STRAND, positions 47 to 55) correspond to
FR2-IMGT. The C” strand (C”-STRAND, positions 66 to 74), the D strand (D-
STRAND, positions 75 to 84), the E strand (E-STRAND, positions 85 to 96)
with a conserved hydrophobic amino acid at position 89 and the F strand (F-
STRAND, positions 97 to 104) with 2nd-CYS at position 104 correspond to
the FR3-IMGT. The G strand (G-STRAND, positions 118 to 128) corresponds
to FR4-IMGT (in the IG and TR V-DOMAINS, the G strand is the C-terminal
part of the J-REGION, with J-PHE or J-TRP 118 and the canonical motif F/W-
G-X-G at positions 118-121). Hatched circles or squares in Figure 3
correspond to missing positions according to the IMGT unique numbering. For
example, unoccupied positions 46 and 47 in MOG [D], 10 or 73 in CEACAMI1
[D1] and 10 in MPZ [D], are shown as hatched circles. In the IMGT Protein
display (Figure 4), unoccupied positions according to the IMGT unique
numbering are shown by dots.
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1.1.2 Loops

The BC, C’C” and FG loops of the V-LIKE-DOMAIN correspond to the
complementarity-determining regions (CDR-IMGT) described in the 1G and TR
V-DOMAINSs [16]. The BC loop (BC-LOOP) comprises positions 27 to 38; the
longest BC loops have 12 amino acids. For BC loops shorter than 12 amino
acids, gaps are created at the apex (missing positions, hatched in IMGT Collier
de Perles (Fig. 3), or not shown in structural data representations). The gaps
are placed at the apex of the loop with an equal number of codons (or amino
acids) on both sides if the loop length is an even number, or with one more
codon (or amino acid) in the left part if it is an odd number. As an example, in
a BC loop with 9 amino acids (MOG in Figure 3), positions 27 to 31 and 35 to
38 are present, whereas positions 32 to 34 are missing. The C’C” loop (C’C”’-
LOOP) comprises positions 56 to 65. The longest C’C” loops have 10 amino

Table 1. Gaps and additional positions for FG loop

A - Gaps for FG loops less than 13 amino acids

FG loop
(CDR3-IMGT)

lengths .
13 105 106 107 108 109 110 111 112 113 114 115 116 117
12 105 106 107 108 109 110 - 112 113 114 115 116 117
11 105 106 107 108 109 110 - - 113 114 115 116 117
10 105 106 107 108 109 - - - 113 114 115 116 117
9 105 106 107 108 109 - - - - 114 115 116 117
8 105 106 107 108 - - - - - 114 115 116 117
7 105 106 107 108 - - - - - - 115 116 117
6 105 106 107 - - - - - - - 115 116 117
5 105 106 107 - - - - - - - - 116 117

B - Additional positions for FG loops more than 13 amino acids

FG loop
(CDR3-IMGT)

lengths
21 111 111.1 1112 1113 1114 1124 1123 1122 1121 112
20 111 111,17 111.2 1113 - 1124 1123 1122 1121 112
19 111 111.1 111.2 1113 - - 1123 1122 1121 112
18 111 111.1 111.2 - - - 1123 1122 1121 112
17 111 111.1 111.2 - - - - 112.2 1121 112
16 111 111.1 - - - - - 112.2 1121 112
15 111 1111 - - - - - - 112.1 112
14 111 - - - - - - 112.1 112

For FG loops (CDR3-IMGT) more than 13 amino acids, additional
positions are created between positions 111 and 112 (in bold). In a
given sequence set with FG loops more than 13 amino acids, gaps are
created based on the FG loops in the set. As an example, gaps are
shown by comparison to a 21 amino acid long FG loop.
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Figure 4. IMGT Protein display. (A) Examples of V-DOMAINs and V-LIKE-
DOMAINSs (V-set). (B) Examples of C-DOMAINs and C-LIKE-DOMAINs (C-set). #c:
rearranged cDNA, g: genomic DNA. Amino acids resulting from a splicing with a
preceding exon are shown between parentheses. (A) IG and TR V-DOMAINs: VH
(AB027433, #c IGHV3-30-IGHD4-17-IGHJ3), V-KAPPA (AB022654, #c IGKV1-39-
IGKJ2), V-ALPHA (AK026255, #c TRAV26-1-TRAJ39), V-BETA (AF043183, #c
TRBV28-TRBDI1-TRBJ2-3). V-LIKE-DOMAINs: MOG [D] (Z48051, g), BTN1Al
[D1] (U39576, #c, delimitated by homology with MOG [D]), CEACAMI1 [Dl1]
(AC004785, g, leader delimited according to [43]), MPZ [D] (D14720, g, MPZ [D]
encoded by EX2 and EX3 with (I)53 resulting from the splicing), CD4 [D1]
(NT 009759, g, CD4 [D1] encoded by EX2 and EX3 with (G)68 splicing site), CD8A
[D] (M27161, g), CD8BI1 [D] (M17514, partial g, [44]), CEACAMS [D1] (M59255, g,
leader delimited according to [45]), CTLA4 [D] (AF411058, g), PIGR [D1] (S43441,
partial g, limited to EX2; (A) is deduced from S43437), VPREBI1 [D] (D86992, g). (B)
IG and TR C-DOMAINs: CH1 (J00228, g), C-LAMBDA1 (X51755, g), C-ALPHA
(X02883, g), C-BETA2 (M12888, g). C-LIKE-DOMAINs: KIR2DL2 [D1] (AL133414,
g), KIR2DL1 [DI1] (L41267, #c, delimitated by homology with KIR2DL2 [D1]),
CEACAMI [D3] (AC004785, g), VCAMI [DI1] (M73255, g), CD1A [D3] (M22165,
partial g, limited to EX4; (V) is deduced from M22164), CD3E [D] (M23319, M23320
and M23321, partial g, limited to EX4, EX5 and EX6, respectively; (G) is deduced
from M23318), CD4 [D2] (NT_009759, g), CEACAMS (M59257, partial g, limited to
EX4; (Y) is deduced from M59256), FCER1A [D1] (L14075, g), FCGR1A [D1]
(M63832, partial g, limited to EX3; (D) is deduced from M63831), FCGR2A [Dl1]
(M90723, partial g, limited to EX3; (A) is deduced from M90722). The accession
numbers are from IMGT/LIGM-DB (http://imgt.cines.fr) [11,46] for IG and TR, and
from EMBL/GenBank/DDBJ [47-49] for IgSF other than IG and TR. Beta strands are
shown by arrows. Dots indicate missing amino acids according to the IMGT unique
numbering. Putative N-glycosylation sites (N-X-S/T) are underlined.

(1) Gene names (symbols) for IG and TR are according to the IMGT Nomenclature
committee (IMGT-NC) [18,19] and the HUGO Nomenclature Committee (HGNC) [50].
Full gene designations are the following: MOG: myelin oligodendrocyte glycoprotein;
BTNI1A1: butyrophilin, subfamily 1, member Al; CEACAMI: Carcinoembryonic
antigen-related cell adhesion molecule 1; MPZ: myelin protein zero (Charcot-Marie-
Tooth neuropathy 1B); CD4: CD4 antigen (p55); CD8A: CDS antigen, alpha polypeptide
(p32); CD8BI1: CDS8 antigen, beta polypeptide 1 (p37); CEACAMS: Carcinoembryonic
antigen-related cell adhesion molecule 5; CTLA4: cytotoxic T-lymphocyte-associated
protein 4; PIGR: polymeric immunoglobulin receptor; VPREBI1: pre-B lymphocyte gene
1; IGHGI: Immunoglobulin heavy constant gamma 1; IGLC1: immunoglobulin lambda
constant 1; TRAC: T cell receptor alpha constant; TRBC2: T cell receptor beta constant 2;
KIR2DL2: killer cell immunoglobulin-like receptor, two domains, long cytoplasmic tail,
2; VCAMI: vascular cell adhesion molecule 1; CD1A: CDIA antigen, a polypeptide;
CD3E: CD3E antigen, epsilon polypeptide (TiT3 complex); CD4: CD4 antigen (p55);
FCERI1A: Fc fragment of IgE, high affinity I, receptor for alpha polypeptide; FCGR1A:
Fc fragment of IgG, high affinity Ia, receptor for (CD64); FCGR2A: Fc fragment of IgG,
low affinity Ila, receptor for (CD32).

(2) Domain name. The C-DOMAINs are designated with the IMGT labels (IMGT
Scientific chart, http://imgt.cines.fr) The C-LIKE-DOMAINs are designated by the
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Figure legend continued

letter D between brackets with a number, corresponding to the position of the domain
from the N-terminal end of the protein, and relative to the other domains. There is no
number if there is a unique C-LIKE-DOMAIN in the chain.

Amino acid one-letter abbreviation: A (Ala), alanine; C (Cys), cysteine; D (Asp),
aspartic acid; E (Glu), glutamic acid; F (Phe), phenylalanine; G (Gly), glycine; H (His),
histidine; I (Ileu), isoleucine; K (Lys), lysine; L (Leu), leucine; M (Met), methionine; N
(Asn), asparagine; P (Pro), proline; Q (Gln), glutamine; R (Arg), arginine; S (Ser),
serine; T (Thr), threonine; V (Val), valine; W (Trp), tryptophan; Y (Tyr), tyrosine.

acids. For C’C” loops shorter than 10 amino acids, gaps are created (missing
positions, hatched in IMGT Collier de Perles, or not shown in structural data
representations). As an example, in a C’C” loop with 6 amino acids (MOG and
MPZ in Figure 3), positions 56 to 58, 63 to 65 are present, whereas positions 59
to 62 are missing. The FG loop (FG-LOOP) comprises position 105 to 117.
These positions correspond to a FG loop of 13 amino acids. For FG loops shorter
than 13 amino acids, gaps are created from the apex of the loop, in the following
order 111, 112, 110, 113, 109, 114, etc (Table 1). For FG loops longer than 13
amino acids (which is rare), additional positions are created, between positions
111 and 112 at the top of the FG loop (Table 1).

1.1.3 Loop length

The loop length (number of codons or amino acids, that is number of
occupied positions) is a crucial and original concept of IMGT-ONTOLOGY
[13]. The lengths of the BC, C’C” and FG loops characterize the V-LIKE-
DOMAINSs, as the lengths of the CDRI-IMGT, CDR2-IMGT and CDR3-
IMGT characterize the IG and TR V-DOMAINs. Thus, the length of the three
loops BC, C’C” and FG is shown, in number of codons (or amino acids), into
brackets and separated by dots (Table 2). For examples: Homo sapiens MOG
[D] [9.6.9] means that in the human MOG [D] domain, the BC, C’C” and FG
loops have a length of 9, 6 and 9 codons, respectively; Homo sapiens
CEACAMI [D1] [6.7.10] means that in the human CEACAMI1 [D1] domain,
the BC, C’C” and FG loops have a length of 6, 7 and 10 codons, respectively;
Homo sapiens MPZ [D] [10.6.11] means that in the human MPZ [D] domain,
the BC, C’C” and FG loops have a length of 10, 6 and 11 amino acids,
respectively (Figure 3, Table 2).

1.2 Characteristics of the MOG, CEACAM1 and MPZ

V-LIKE-DOMAINSs
1.2.1 Myelin oligodendrocyte glycoprotein

The myelin oligodendrocyte glycoprotein (MOG) is a specific component
of the central nervous system (CNS) localized on the outermost lamellae of
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Table 2. Delimitation of the strands and loops for V-LIKE-DOMAINs

V-LIKE-DOMAIN

MOG BTNIAl CEACAM] MPZ CD4 CDBA CD8Bl CEACAMS5 CTLA4 PIGR VPREBI
strands and loops

. 18] [P1] [D1] D] [D1] [D] D] [Db1] (D] [D1] (D]
Numbering  Length
[969] [9.69] [67.10] [106.11] [66.6] {7.29] [7.59] [67.10] [89.12] [9.2.11] [9.7.14]
14-1.1 +4 +1 +1 2 +4 +4 +3 +4
A-STRAND ﬁc]ﬂ 1-15 15 15 15 13 13 15 15 15 13 14 15 14
B-STRAND 16-26 1 11 11 1 1 11 11 11 11 11 11 1
CDRI-
BC-LOOP MGT 2738 12 9 9 6 10 6 7 7 6 8 9 9
C-STRAND 39-46 8 7 7 8 8 6 8 8 8 8 3 3
FR2-  46A46B46C
CC-TURN  iGT  47BA7A 3 l 4 4
C"STRAND 47-55 9 B 3 9 9 7 9 9 9 9 9 9
CDR2-
CCLOOP o 56-65 10 6 6 7 6 6 2 5 7 9 2 7
C".STRAND 66-74 9 9 9 3 9 9 9 9 3 6 ] 8
D-STRAND .- 75-84 10 10 10 7 10 10 10 10 7 8 10 10
DE-TURN MGT SMAMBRC 13 2 +2 +] +]
E-STRAND 8596 12 12 12 11 12 12 12 12 11 12 12 12
F-STRAND 97-104 8 8 8 3 8 8 8 3 ] 8 3 8
: 9 10 11 6 9 9 10 12 1 13
roroop R T P ’
IMGT . v 12 +1
112.6-112.1
GSTRAND ¥ 118-128 1 9 9 9 1 9 10 9 9 1 8 16
IMGT
Total length 128 (+24) 116 116 107 120 108 118 120 107 116 115 126

The delimitations of the strands and loops for the V-LIKE-DOMAINs are identical to
those of the IG and TR V-DOMAINs. For more details, see [16]. Lengths of the BC,
C’C” and FG loops are shown within brackets. Blank cells indicate no amino acids. A plus
sign indicates additional amino acids. Amino acid sequences are shown in Figure 4.

mature myelin [51], and may contribute to myelin maturation and maintenance
[52] or as a signal to arrest further myelination [53]. MOG may have an unforeseen
immunological status within the central nervous system, providing for instance
a rudimentary molecular framework for presentation of pathogens to the
immune sytem [54]; MOG is a candidate target antigen for autoimmune-mediated
demyelination, and seems to be implicated in pathogenesis of
encephalomyelitis and multiple sclerosis, an inflammatory disease of the
central nervous system [55,56]. The human MOG gene contains 8 exons
[57]. The N-terminal extracellular V-LIKE-DOMAIN of MOG encoded by
the exon 2 (EX2) has significant sequence homologies with three non-
myelin proteins: Homo sapiens butyrophilin (BTNI1A1; subfamily 1,
member Al) expressed in the mammary gland during lactation and
facilitating the interaction between cytoplasmic lipid droplets and the
apical membrane [58], Gallus gallus B-G antigen encoded by a gene
mapping to the major histocompatibility complex [59], and Gallus gallus
BEN adhesion glycoprotein expressed on the epithelial cells of the bursa of
Fabricius and on various neuronal subsets during chicken embryonic
development [60]. The IMGT unique numbering allows us to compare
H. sapiens MOG [D] and H. sapiens BTN1A1 [D1] and to describe divergent
positions (Figure 3). The MOG and BTN1A1 genes are colocalized near
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the human MHC on chromosome 6p21.3-p22 [61]. Two motifs highly
homologous to consensus sequences found in glial promoters of proteolipid
protein (PLP), protein zero (MPZ), myelin basic protein (MBP), and mouse
MOG were also found in human MOG [62]. The H. sapiens MOG V-
LIKE-DOMAIN has not yet been crystallized, but interestingly PDB has an
entry for the Rattus norvegicus MOG V-LIKE-DOMAIN in complex with
Fab fragment of Mus musculus antibody anti-MOG 8-18C5 (1pkq), that
allows to identify the MOG FG loop as an important epitope [63,64], and
to confirm the N-glycosylated site in N31 (BC-LOOP) (conserved in
H. sapiens MOG sequence, Figure 3); the MOG FG loop may be
implicated in autoimmune recognition [63].

1.2.2 Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 1

Members of the CEA family consist of a single N-terminal V-LIKE-
DOMAIN, followed by a variable number of C-LIKE-DOMAINs. Based
on sequence similarity and functional characteristics, the CEA family has
been subdivided into the CEA subfamily and the pregnancy-specific
glycoprotein (PSG) subfamily [65]. Members of the CEA subfamily are
anchored in the cell membrane, whereas all of the PSGs appear to be
secreted; however, the genes in the CEA and PSG subfamilies have a similar
gene structure and organization. The carcinoembryonic antigen-related cell
adhesion molecule 1 (CEACAMI, or biliary glycoprotein BGP) consists of a
single N-terminal V-LIKE-DOMAIN followed by 3 C-LIKE-DOMAIN:S,
and is expressed in cells of epithelial and myeloid origin [43]. In
granulocytes, CEACAMI1 is a main antigen of the CD66 cluster of
differentiation antigens that mediate the binding to endothelial E-selectin.
The loss or reduced expression of the CEACAMI1 adhesion molecule is a
major event in colorectal carcinogenesis [66].

1.2.3 Myelin protein zero

The myelin protein zero (MPZ or P0) gene is localized at 1q21.3-q23,
about 130 kb of the FCGR2A gene [67]. MPZ is the major structural protein of
peripheral myelin, accounting for more than 50% of the protein present in the
sheath of peripheral nerves. Expression of the MPZ gene is restricted to
Schwann cells; MPZ is not found in the CNS. MPZ corresponds to an integral
membrane glycoprotein of 28 kD, and is thought to link adjacent lamellae and
thereby stabilize the myelin assembly. The V-LIKE-DOMAIN [D] that is
encoded by EX2 and EX3, plays a significant role in myelin membrane
adhesion. Several mutations in the MPZ V-LIKE-DOMAIN are associated
with the autosomal dominant form of Charcot-Marie-Tooth disease type 1,
which is characterized by progressive slowing of nerve conduction and
hypertrophy of Schwann cells: the amino acid changes D68>E (C’’-STRAND)
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and K74>E (C”’-STRAND, near the C’’D-TURN) are independently
implicated in Charcot-Marie-Tooth disease type 1B (CMTI1B) [68], whereas
all affected members of another CTM1B family had a 3-bp deletion in EX2
causing loss of the S38 (S38>del; BC-LOOP) [69]. S38>C was found in a 7-
year-old boy (heterozygous for the mutation, which was absent in the parents
and in 100 unrelated healthy controls) with delayed motor development,
hypotonia, muscle weakness, and sensory disturbance thought to be typical of
Dejerine-Sottas syndrome, or hereditary motor and sensory neuropathy type III
(HMSN3) [68,70]. Partial symptom relief with corticosteroid treatment was
reported [71] in a patient with demyelinating CMTI1B and a heterozygous
R76>H mutation (D-STRAND, near the C’’D-TURN). Although this response
1s rare in such patients, poor myelin compaction by the MPZ protein, caused
by the mutation, may have allowed circulating immune elements access to
normally sequestered endoneurial components, thus accounting for the
response to corticosteroid treatment [71] (OMIM: 159440).

2. IMGT Colliers de Perles for C-LIKE-DOMAIN
The IMGT Colliers de Perles for C-LIKE-DOMAIN is based on the IMGT
unique numbering for C-DOMAIN [17]. This numbering is itself derived from
the IMGT unique numbering for V-DOMAIN [14-16]. Indeed, the sandwich
beta sheet of the C-set (C-DOMAIN and C-LIKE-DOMAIN) has the same
topology and 3D structure than the V-set (V-DOMAIN and V-LIKE-DOMALIN)),
but they differ by the number of strands (Figure 1). The C-LIKE-DOMALIN, as
the IG and TR C-DOMAIN, is made of seven beta strands linked by beta turns or
loops, and arranged so that four strands form one sheet and three strands form a
second sheet. A characteristic CD transversal strand links the two sheets;
depending from the CD length, the D strand is in the first or second sheet (shown
by an arrow in Figure 1). As shown in Table 3, the IMGT unique numbering for
the C-LIKE-DOMAIN follows the same rules as those of the C-DOMAIN [17].

2.1. Strands, loops and turns of the C-LIKE-DOMAINSs

Three examples of C-LIKE-DOMAIN are shown in Figure 5: the killer
cell immunoglobulin-like receptor KIR2DL2 (two domains, long cytoplasmic
tail, 2) [D1], the carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 1
(CEACAM1) [D3] and the vascular cell adhesion molecule 1 (VCAMI1) [D1].

2.1.1 Strands

The A strand (A-STRAND, positions 1 to 15) and the B strand (B-
STRAND, positions 16 to 26, with the 1st-CYS at position 23) are similar to
those of the V-DOMAIN and V-LIKE-DOMAIN [16,17]. The C strand (C-
STRAND, positions 39 to 45, with the CONSERVED-TRP at position 41) and
the D strand (D-STRAND, positions 77 to 84) are shorter of one position and
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Table 3. Delimitation of the strands and loops for C-LIKE-DOMAINs

C-LIKE-DOMAIN

KIR2DL2 KIR2DL! CEACAM1 VCAM! CDIA CD3E CD4 CEACAMS5 FCERIA FCGRIA FCGR2A
strands and loops

Numbering  Length  [DI] [Di] [D3] DI}  [D3] [D]  [D2] [D3] [D1] [D1] [DI1]

14-1.1 +4 2 +2 2 +2 +3 +5 2 +3 +1 +2
A-STRAND 1-15 15 15 15 15 15 i4 15 15 15 15 15 15
AB-TURN 15.1-15.3 +3 +1 +1 +1 +3 +2 2
B-STRAND 16-26 11 11 1 11 11 1 11 11 1 11 11 11
BC-LOOP 27-36 10 5 5 6 6 8 4 1 6 7 7 7
C-STRAND 39-45 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7
CD-STRAND  45.145.7 +7 +5 +5 +4 +5 +4 +2 2 2
D-STRAND 77-84 8 8 8 6 6 8 B 6 5 5 6
DE-TURN 2‘;;2‘5‘? +14 +3 +3 +4 +7 +4
E-STRAND 85-96 12 12 12 10 11 10 11 10 10 10 10 9
EF-TURN 96.1, 96.2 2 ]
F-STRAND 97-104 3 3 3 [] 7 7 8 8 8 8 8 8

105-117 13 13 13 13 9 1 13 1 i3 7 7 7
FG-LOOP NLI-11L6  +12 +1 +1
G-STRAND 118-128 11 9 9 7 9 8 6 6 10 10 10

Total length 95 (+42) 100 100 85 92 96 94 78 84 85 85 86

Delimitations of the strands and loops for C-LIKE-DOMAINSs are identical to those of
the IG and TR C-DOMAINs. For more details, see [17]. A plus sign indicates
additional amino acids. KIR2DL2 [D1] has one additional position in 15.1, whereas
15.2 and 15.3 are unoccupied. VCAMI1 [D1] has four additional positions 84.1, 84.2,
85.2 and 85.1. Amino acid sequences are shown in Figure 4.

two positions, respectively, compared to the V-DOMAIN and V-LIKE-
DOMAIN. As previously described [17], the C' and C" strands are missing
and are replaced by the characteristic transversal CD strand (CD-STRAND,
positions 45.1 to 45.7). The E strand (E-STRAND, positions 85 to 96, with a
conserved hydrophobic amino acid at position 89), the F strand (F-STRAND,
positions 97 to 104, with the 2nd-CYS at position 104) and the G strand (G-
STRAND, positions 118 to 128, with a conserved hydrophobic amino acid at
position 121) are similar to those of the V-DOMAIN and V-LIKE-
DOMAIN.

2.1.2 Loops

The BC loop (BC-LOOP) comprises positions 27 to 36; the longest BC
loops have 10 amino acids, instead of 12 amino acids in the V-DOMAIN and V-
LIKE-DOMAIN. For BC loops shorter than 10 amino acids, gaps are created
from the apex in the following order 32, 31, 33, 30, 34, etc. As an example, in a
BC loop with 5 amino acids (KIR2DL2 [D1] in Figure 5), positions 27 to 29 and
35 and 36 are present, whereas positions 30 to 34 are missing. The FG loop (FG-
LOOP) comprises positions 105 to 117 and is similar to that of the V-DOMAIN
and V-LIKE-DOMAIN. These positions correspond to a FG loop of 13 amino
acids. Gaps for FG loops shorter than 13 amino acids and additional positions
for FG loops longer than 13 amino acids, are created following the same rules
as those of the V-DOMAIN and V-LIKE-DOMAIN (Table 1). As examples,
CEACAMI [D3] has a FG loop of 13 amino acids, VCAMI1 [D] has a FG loop of
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A. Homo sapiens KIR2DL2 [D1] C-LIKE-DOMAIN

C-LIKE-DOMAIN

B. Homo sapiens CEACAM1 [D3]

C. Homo sapiens VCAM1 [D1] C-LIKE-DOMAIN
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Figure 5. IMGT Colliers de Perles of C-LIKE-DOMAINs on one and two layers. (A)
Homo sapiens KIR2DL2 [D1], (B) Homo sapiens CEACAMI1 [D3], (C) Homo sapiens
VCAMI [D1]. Amino acids are shown in the one-letter abbreviation. Position at which
hydrophobic amino acids (hydropathy index with positive value: I, V, L, F, C, M, A)
and tryptophan (W) are found in more than 50% of analysed sequences are shown in
blue. All proline (P) are shown in yellow. The positions 26, 39 and 104 are shown in
squares by homology with the corresponding positions in the V-set (V-DOMAINs and
V-LIKE-DOMAINS). Positions 45 and 77 which delimit the characteristic CD strand of
the C-set (C-DOMAINs and C-LIKE-DOMAINSs), and position 118 which corresponds
structurally to J-PHE or J-TRP of the IG and TR J-REGION [16,17], are also shown in
squares. Hatched circles correspond to missing positions according to the IMGT unique
numbering for C-DOMAINs and C-LIKE-DOMAINs. Arrows indicate the direction of
the beta strands and their different designations in 3D structures (from IMGT
Repertoire, http://imgt.cines.fr). The IMGT Colliers de Perles on two layers (on the
right hand) show, on the forefront, the GFC strands and, on the back, the ABE strands.
Swiss-Prot accession numbers: P43627 for the H. sapiens KIR2DL2 protein, P13688
for the H. sapiens CEACAMI1 protein, and P19320 for the H. sapiens VCAMI1 protein.
The IMGT Colliers de Perles were checked with the following PDB [42] entries:
lefx D (H. sapiens KIR2DL2 [D1]), 116z A (Mus musculus CEACAMI1 [D4],
sequence similar to the H. sapiens CEACAMI1 [D3]; no available 3D structure of the H.
sapiens CEACAMI1 [D3]), 1vsc_A (H. sapiens VCAM1 [D1]).

9 amino acids (with four gaps 110 to 113), whereas KIR2DL2 [D1] has a FG
loop of 14 amino acids with the additional position 112.1 (Figure 5).

2.1.3 Turns

The AB turn (AB-TURN) corresponds to additional positions 15.1, 15.2 and
15.3; the longest AB turns have 3 amino acids. For AB turns shorter than 3 amino
acids, gaps are created (missing positions, hatched in the IMGT Colliers de Perles
(Fig. 5), or not shown in structural data representations) in an ordinal manner. As
an example, KIR2DL2 [D1] has one additional position in 15.1, whereas 15.2 and
15.3 are unoccupied. The DE turn (DE-TURN) comprises positions 84.1 to 84.7
and 85.7 to 85.1, corresponding to 14 amino acids. For DE turns shorter than 14
amino acids, gaps are created in the following order: 85.1, 84.1, 85.2, 84.2, 85.3,
84.3, etc. As an example, VCAMI1 [D1] has four additional positions 84.1, 84.2,
85.2 and 85.1. The EF turn (EF-TURN) corresponds to additional positions 96.1
and 96.2 when present, corresponding to 2 amino acids. For EF turns shorter than 2
amino acids, gaps are created in the following order: 96.2, 96.1.

2.2 Characteristics of the KIR2DL2 and VCAM1 C-LIKE-

DOMAINS
2.2.1 KIR2DL.2

The second killer cell immunoglobulin-like receptor with two domains and
a long cytoplasmic tail (KIR2DL2) corresponds to a 348 amino acid type |
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transmembrane protein [72,73]. Sequence analysis revealed a structure similar to
that described for KIR2DL 1, with two extracellular C-LIKE-DOMAINSs ([D1] and
[D2]), a transmembrane domain, and a long cytoplasmic tail with two
immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motifs (ITIMs). According to the IMGT
unique numbering, divergent positions between KIR2DL2 and KIR2DLI1 are
localized in the A-STRAND (R12>P), BC-LOOP (R28>M), CD-STRAND
(K45.1>M, K45.3>N), D-STRAND (H78>R), E-STRAND (G92>S, P93>R,
MO95>T), FG-LOOP (L114>V) and G-STRAND (T126>]). KIR2D receptors are
divided into two families based on their specificities for different HLA-C allotypes:
the KIR2DL1 is specific for HLA-Cw2, 4, 6 and 15, whereas KIR2DL2 is specific
for HLA-Cw1, 3, 7 and 8. KIR2DL2/HLA-Cw3 and KIR2DL1/HLA-Cw4 share a
common binding mode [74], and a single K45.1>M amino acid change between
KIR2DL2 and KIR2DL.1 is sufficient to switch allotype specificity [75].

2.2.2 VCAM1

The vascular cell adhesion molecule 1 (VCAMI) is expressed by cytokine-
activated endothelium, binds leukocyte integrins and is involved in inflammatory
and immune functions [76,77]. This type I membrane protein mediates
leukocyte-endothelial cell adhesion and signal transduction, and may play a role
in the development of arteriosclerosis and rheumatoid arthritis. VCAMI 1is
present in single copy in the human genome and contains 9 exons spanning
about 25 kb of DNA. At least 2 different VCAMI precursors can be generated
from the human gene as a result of alternative mRNA splicing events, which
include or exclude exon 5 [76]. The major form is composed of seven C-LIKE-
DOMAINSs, of which domains [D1], [D2] and [D3] are strikingly homologous in
both structure and function to [D4], [D5] and [D6] domains [77,78]. The
functionally important [D1] domain essential for binding to the integrin ligand
contains two rather than one pair of cysteine residues; 1st-CYS 23 and 2nd-CY'S
104 correspond to the core disulfide bond of the domain between the B and the F
strands, whereas C28 and C108 form an additional disulfide bond between the
BC and the FG loops. Mutagenesis studies directed at [D1] have identified two
sets of residues involved in binding [79,80]. According to the IMGT unique
numbering, these amino acids are D45.1 and P45.3 (CD-STRAND), and G95
(EF-LOOP). P45.3 appears to be particularly important, since its limited
conformational freedom brings the Ca atoms of T43 (C-STRAND) and L45.4
(CD-STRAND) within 7 A of each other [81]. G95 is located in the EF loop, in
close proximity of the CD loop (Figure 5). It might interact directly with the
integrin ligand, or it might play an indirect role by stabilizing the structure of the
CD loop. There is an extensive network of hydrogen bonds between the CD and
EF loops, some of which involve the side chain of H100. A cyclic peptide that
mimics the CD loop inhibits binding of a4b1 integrin-bearing cells to VCAMI.
[D2] may have a role in ligand binding [81].
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3. IMGT Protein displays

A comparison between the V-set (V-DOMAIN and V-LIKE-DOMAIN)
and C-set (C-DOMAIN and C-LIKE-DOMAIN) domains is shown in the
IMGT Protein display (Figure 4). Amino acid positions shown on the upper
line in the IMGT Protein displays correspond to equivalent positions in both
sets, whereas amino acid positions on the lower lines are characteristic of each
set. Sixty-five positions are structurally equivalent between the V-set and the
C-set, when the strands A to G are compared. They comprise: positions 1-15
(A strand), 16-26 (B strand), 39-45 (C strand), 77-84 (D strand), 85-96 (E
strand), 97-104 (F strand), 118 up to at least 121 (G strand). Thirty-five
positions are characteristic of the C-set numbering. The positions of these
additional positions compared to the V-set numbering are designated by a
number followed by a dot and a number: 1.1 to 1.9 (at the N-terminal end),
15.1 to 15.3 (at the AB turn, for example 15.1 in KIR2DL2 [D1], KIR2DL1
[D1] and VCAMI1 [D1]), 45.1 to 45.7 (that represent the CD transversal
strand), 84.1 to 84.7, 85.7 to 85.1 (at the DE loop; these positions correspond
to longer antiparallel D and E strands in the C-set), 96.1 and 96.2 (at the EF
turn). Thirty-three positions are missing in the C-set, compared to the V-set.
Two of these positions (37 and 38) are missing in the BC loop. The thirty-one
other positions (46 to 76) correspond to the two C' and C" strands and to the
C’C” loop (CDR2-IMGT), present in the V-set but absent in the C-set.
Positions 45.1 to 45.7 are structurally different between the C-set and the V-set
[17]. Indeed, as described above, these positions represent a transversal strand
between C and D in the C-set, whereas there are two additional C’ and C”
strands in the V-set.

In Figure 4, amino acids which result from the splicing with the preceding
exon are shown within parentheses. Indeed, the exact delimitations of the V-
LIKE-DOMAINs and C-LIKE-DOMAINs can be usually identified when
genomic sequences are available [35]. Each domain shown in Figure 4, except
CD4 [D1] and MPZ [D], is encoded by a unique exon.

4. IMGT Alignments of alleles

The IMGT unique numbering allows a standardized description of allele
polymorphisms and mutations of the V-LIKE-DOMAINs and C-LIKE-
DOMAINSs. Alleles from the human FCGR3B have recently been described
based on these criteria [37]. The mutations and allelic polymorphisms are
described per domain and by comparison to the allele *01 from the IMGT
reference directory. Based on these criteria, IMGT ‘Alignments of alleles’
[11,12] allow a standardized display according to the IMGT unique numbering
and with the strand and loop delimitations [35]. Other features of the amino
acid sequences, such as positions of the N-glycosylation site and amino acids
involved in ligand-receptor interactions can easily be visualized.
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Conclusion

The IMGT unique numbering gives insight in the structural configuration of
the V-LIKE-DOMAINs and C-LIKE-DOMAINSs belonging to the human IgSF
proteins, but also opens interesting views on the evolution of the sequences of
the V-set and C-set [16,17]. Indeed, the IMGT unique numbering can be applied
to any IgSF V-set or C-set domain. In the absence of available 3D structures, the
V-LIKE-DOMAIN and C-LIKE-DOMAIN IMGT Colliers de Perles are
particulary useful for comparison with domains of known 3D structures.

The IMGT unique numbering has many advantages. It allows an easy
comparison between sequences coding the V-LIKE-DOMAINs and C-LIKE-
DOMAINSs, whatever the IgSF protein, the chain type or the species. It has
allowed to show that the distinction between C1 and C2 becomes unnecessary
(discussed in [17]). It allows, by comparison with genomic sequences, to delimit
precisely the V-LIKE-DOMAINs and C-LIKE-DOMAINs. Moreover, it allows
to determine the lengths of the BC, C'C" and FG loops of the V-LIKE-
DOMAINSs and those of the BC loop, CD transversal strand and FG loop of the
C-LIKE-DOMAINSs. The strand and loop lengths (number of codons or of amino
acids, that is number of occupied positions) become crucial information
characterizing the V-set and C-set domains, and the corresponding genes,
cDNAs and proteins [16,17]. IMGT quality assessment of the data is performed
at both the sequence level and 3D structure level. Indeed, the delimitations of the
domains are based on the location of the splicing sites in genomic sequences.
The IMGT unique numbering has allowed standardized analysis and
representations of nucleotide and amino acid sequences (Tables of FR and CDR
lengths, Tables of alleles, Alignments of alleles, IMGT Protein displays, IMGT
Colliers de Perles, 3D structures). The IMGT unique numbering represents,
therefore, a major step forward in analysing and comparing the structure and
evolution of the proteins belonging to the immunoglobulin superfamily.
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Résumé: Les protéines du complexe majeur d’histocompatibilité (MHC) assurent une fonction essentielle
au sein du systéme immunitaire, en présentant des peptides du soi ou du non soi aux récepteurs T. La
liaison non covalente de la beta2-microglobuline (B2M) aux protéines du MHC de classe I (MHC-I) est
nécessaire a leur expression a la surface cellulaire et a la présentation des peptides. La superfamille du
MHC (MhcSF) regroupe les protéines du MHC mais aussi les protéines de structure similaire aux
protéines MHC-1. Ces protéines MHC-I-like sont impliquées dans une grande variété de processus
biologiques et interagissent ou non avec la B2M. La prédiction de la liaison (ou de l'absence de liaison) a
la B2M, pour des protéines de la MhcSF nouvellement identifiées, permettrait d’une part d’indiquer leur
mécanisme de reconnaissance moléculaire, et d’autre part de détecter des mutants pathologiques dont
[’expression a la surface cellulaire est affectée. La description standardisée des domaines protéiques et la
méthode d'alignement (pour partie structurale) mises en place au sein d'IMGT pour le MHC,
s appliquent avec succes aux protéines MHC-I-like malgré leur faible similarité de séquence. La
standardisation IMGT fournit ainsi une numérotation unique des résidus qui favorise le développement
d'une telle approche prédictive. La méthode proposée combine un classifieur Bayesien dit naif et la
numérotation unique IMGT pour les G-DOMAINs et G-LIKE-DOMAINs, observés pour toutes les
protéines de la MhcSF. Cette méthode comprend deux étapes.: la sélection d’un ensemble de descripteurs
binaires discriminants (qui associent une position dans [’alignement et un groupe d’acides aminés) a
partir des données, et la construction du classifieur par estimation des fréquences de ces descripteurs
conditionnellement aux classes que [’on cherche a séparer. Le jeu de données est composé de 806
séquences alignées, qui correspondent a des formes alléliques de 47 protéines de la MhcSF appartenant
a 9 types de récepteurs et a 4 especes. 18 descripteurs sont sélectionnés pour leur capacité a discriminer
les protéines selon qu’elles se lient ou non a la B2M. L analyse structurale des protéines de la MhcSF
montre que ces descripteurs correspondent a des sites potentiels de contact a la B2M ou a des sites
impliqués dans le maintien d’une conformation favorable au contact. La performance du classifieur est
évaluée par la procédure de "leave-one-out", déclinée en 3 modes qui distinguent les cas ot la prédiction
concerne une nouvelle protéine, une espéce non référencée au sein des données ou un nouveau type de
récepteur, avec respectivement 98%, 94% et 70% de succes. Ces taux élevés de bonne prédiction mettent
en évidence [’efficacité de I’approche proposée, qui devrait trouver des applications dans d’autres
problématiques biologiques. Les séquences alignées des protéines de la MhcSF sont accessibles dans les
sections MHC et RPI d’IMGT Repertoire, les structures 3D analysées sont accessibles sous forme de
fichiers de coordonnées annotés dans IMGT/3Dstructure-DB (http://imgt.cines.fr).

Mots clés: Classifieur Bayesien naif, numérotation unique IMGT, validation croisée, complexe majeur
d’histocompatibilité, superfamille du MHC, beta2-microglobuline, G-DOMAIN, G-LIKE-DOMAIN

1 Introduction

Les protéines du complexe majeur d’histocompatibilité (MHC) assurent une fonction essentielle au sein du
systtme immunitaire, en présentant des peptides du soi ou du non soi aux récepteurs T. La liaison non
covalente de la beta2-microglobuline (B2M) a la chaine lourde transmembranaire (I-ALPHA) des protéines
du MHC de classe I (MHC-I) est nécessaire a la présentation des peptides [1-3], a la stabilisation de la



conformation du complexe [4-6] et a son expression a la surface cellulaire [7-9]. La superfamille du MHC
(MhcSF) [10] regroupe les protéines du MHC mais aussi les protéines de structure similaire aux protéines
MHC-I. Ces protéines MHC-I-like sont impliquées dans une grande variété de processus biologiques qui
correspondent a différents sites d’interaction protéine-ligand sur la chaine lourde (I-ALPHA-LIKE). D’apres
la littérature, 34 protéines MHC-I-like de mammiféres ont été identifiées a ce jour; les structures 3D sont
connues pour 12 d’entre elles. Les données expérimentales montrent que 17 de ces protéines se lient a la
B2M, tandis que les 17 autres ne s’y lient pas. La prédiction automatique de la liaison (ou de I'absence de
liaison) a la B2M, pour des protéines de la MhcSF nouvellement identifiées, permettrait d une part d’indiquer
leur mécanisme de reconnaissance moléculaire [11,12], et d’autre part de détecter des mutants pathologiques
dont I’expression a la surface cellulaire est affectée.

A G-ALPHA2 G-ALPHA1 B G-ALPHA2 o G-ALPHA1
[D1] [D2] [D1]

C-LIKE-
DOMAIN $ B2M
(D3]
Co

CY

Figure 1. Représentation et structure 3D d’une protéine MHC-I. (A) Représentation d’une
protéine MHC-I a la surface d’une cellule cible. (B) Structure 3D d’une protéine MHC-I (code
1bii, IMGT/3Dstructure-DB [15]). La chaine lourde I-ALPHA comprend les 3 domaines
extracellulaires G-ALPHA1, G-ALPHA2 et C-LIKE, et les 3 régions de connexion (CO),
transmembranaire (TM) et cytoplasmique (CY) absentes dans la structure 3D [10,16]. La B2M est
composée d’un unique domaine extracellulaire (li¢ de maniére non covalente a [-ALPHA). [D1],
[D2] et [D3] indiquent les domaines et leur position en partant de 1’extrémité N-terminale de la
chaine I-ALPHA.

Les régles de description des domaines protéiques de la MhcSF [10] sont définies dans
IMGT-ONTOLOGY [13]. Les deux domaines extracellulaires N-terminaux de la chaine lourde des protéines
MHC-I (Fig. 1) et MHC-I-like sont respectivement des G-DOMAINs (G-ALPHAI [D1] et G-ALPHA2
[D2]) et G-LIKE-DOMAINs (G-ALPHAT1-LIKE [D1] et G-ALPHA2-LIKE [D2]). Chaque chaine lourde de
protéine MHC-II est constituée d’un unique G-DOMAIN (G-ALPHA [D1] pour les chaines I-ALPHA et
G-BETA [D1] pour les chaines I-BETA). Les G-DOMAINs et G-LIKE-DOMAINs ont des structures tres
similaires, chacune constituée d’un feuillet de quatre brins beta antiparalléles (notés A, B, C et D) et d’une
longue hélice [10,14,16]. Cette grande similarité des structures 3D est d’autant plus frappante qu’il n’existe
qu'une faible similarit¢é de séquence entre les G-DOMAINs et G-LIKE-DOMAINs. La méthode
d’alignement des G-DOMAINs et G-LIKE-DOMAINs développée au sein d’ IMGT combine par conséquent
leurs informations de séquence et de structure. Le domaine extracellulaire C-terminal de chacune des deux
chaines lourdes de MHC-II (liées de mani¢re non covalente) est un C-LIKE-DOMAIN [D2]. Cette
organisation modulaire empéche toute interaction des protéines MHC-II avec la B2M. Les séquences et
structures des G-DOMAINSs de protéines MHC-II sont prises en compte pour définir la numérotation unique
IMGT, mais ne sont pas concernées par notre problématique de classification. Le domaine extracellulaire
C-terminal de la chaine lourde des protéines MHC-I et MHC-I-like liées a la B2M est un C-LIKE-DOMAIN
[D3] (Fig. 1). Les chaines lourdes de protéines MHC-I-like non liées a la B2M comprennent ou non un
C-LIKE-DOMAIN [D3]. La délétion in vitro du C-LIKE-DOMAIN d’une chaine lourde de protéine MHC-I



n’affecte ni sa structure, ni sa liaison a la B2M et au peptide [17]. La présence ou non d’un
C-LIKE-DOMAIN ne semble donc pas étre un critére efficace de discrimination entre les protéines de la
MhcSF liées ou non a la B2M, et les résultats présentés ici se basent exclusivement sur I’analyse des
G-DOMAINSs et G-LIKE-DOMAINS.

L’objectif de notre étude est de prédire la liaison (ou 'absence de liaison) a la B2M pour des protéines
MHC-I et MHC-I-like nouvellement identifiées. Nous nous appuyons sur l’alignement multiple IMGT,
construit a partir de protéines dont la classe (liaison ou non a la B2M) a été déterminée expérimentalement.
Parmi les nombreuses approches de classification supervisée, c'est-a-dire qui utilisent une connaissance a
priori du découpage des données en classes, le classifieur Bayesien dit naif [18] a été appliqué avec succés a
la prédiction de ligands classe-spécifiques, les caractéristiques fonctionnelles des classes étant connues
[19,20]. Outre la simplicité de sa mise en ceuvre, I’avantage majeur de ce classifieur est de s’accommoder
d’un jeu de données de taille restreinte, ce qui est le cas ici. L’approche proposée combine par conséquent un
classifieur Bayesien naif et la numérotation unique IMGT pour les G-DOMAINSs et G-LIKE-DOMAINs. Ce
classifieur se base sur un ensemble de descripteurs binaires (qui associent une position dans 1’alignement et
un groupe d’acides aminés), préalablement extraits des données pour leur capacité a discriminer les deux
classes de séquences.

Dans la suite, nous présentons plus en détail les séquences des protéines de la MhcSF, leur alignement et
les caractéristiques du probléme posé. Nous décrivons ensuite la méthode de sélection des descripteurs
discriminants, le classifieur Bayesien employé et les procédures mises en place pour évaluer sa performance.
Les résultats sont présentés conjointement a une interprétation structurale, a I’analyse de mutants et aux
prédictions sur des protéines dont la liaison a la B2M est inconnue a ce jour.

2 Les données

Dans cette étude, 806 séquences protéiques de la MhcSF ont été regroupées en 9 types de récepteurs d’apres
leurs caractéristiques biologiques et leur composition en domaines protéiques. Ces séquences correspondent a
des formes alléliques de 47 protéines MHC-I et MHC-I-like de 4 espéces de mammiferes: Homo sapiens,
Mus musculus, Rattus norvegicus et Bos taurus. Les séquences alléliques (767 pour les 13 protéines MHC-I
et 39 pour les 34 protéines MHC-I-like, décrites au sein d’ IMGT) sont nommées "all¢les" dans ce contexte et
dans la suite du texte, et différent par au moins un acide aminé, pour une protéine codée par un géne donné,
dans une espece donnée.

Les protéines MHC-I comprennent les protéines HLA d’Homo sapiens et H2 de Mus musculus, qui
correspondent a 6 types de génes: 3 MHC-Ia classiques (HLA-A, HLA-B, HLA-Cw chez I’homme, H2-D,
H2-K, H2-L chez la souris) et 3 MHC-Ib non classiques (HLA-E, HLA-F, HLA-G chez ’homme, H2-M,
H2-Q, H2-T chez la souris) [10]; seule la protéine RT1-AA est prise en compte ici pour le MHC-I de Rattus
norvegicus. Les protéines MHC-I constituent un type de récepteur et sont liées a la B2M. Huit types de
récepteurs MHC-I-like ont été définis dans cette étude: AZGP1, CD1, EPCR, FCGRT, HFE, MIC, MR1 et
RAE. Chacun de ces récepteurs a été identifié chez de nombreux mammiferes. Toutes les protéines d’un
méme type de récepteur interagissent (CD1, FCGRT, HFE, MR1) ou non (AZGP1, EPCR, MIC, RAE) avec
la B2M. A I’exception des récepteurs MR 1, la structure d’au moins un récepteur de chaque type a été résolue
et est disponible dans IMGT/3DStructure-DB [15], la base de données de structures 3D d’IMGT.

La numérotation unique IMGT pour les G-DOMAINSs des protéines MHC-I et MHC-II, et les G-LIKE-
DOMAINSs des protéines MHC-I-like [10] a été établie par alignements successifs de séquences et de
structures 3D: 767 séquences et 155 structures de MHC-I, 504 séquences et 33 structures de MHC-II, 39
séquences et 27 structures de MHC-I-like. La localisation des exons au niveau des séquences génomiques
nous permet de délimiter les domaines protéiques. Tous les G-DOMAINs et G-LIKE-DOMAINSs sont alors
alignés ensemble, en séquence ou structure selon leur similarité. La similarité des séquences de la MhcSF qui
correspondent & un méme type de récepteur est forte (60-90% d’identité) tandis que celle des séquences qui
correspondent a des types de récepteurs différents est faible (15-40%); 1’unité structurale de ces domaines
protéiques nous permet néanmoins de nous affranchir de cette faible similarité de séquence. Un numéro est



attribué¢ a chaque position de I’alignement final; les positions rarement occupées dans 1’alignement sont
identifiées avec une lettre (par exemple la position 7A). Ce mode de gestion des positions insérées nous
permet de conserver les identifiants numériques de 1’alignement multiple, quelle que soit la longueur des
séquences des G-DOMAINs ou G-LIKE-DOMAINSs ajoutées. Nous obtenons ainsi la numérotation unique
pour les G-DOMAINs et G-LIKE-DOMAINs [10]; les séquences et les structures numérotées sont ajoutées
respectivement a IMGT Repertoire [21] et IMGT/3DstructureDB [15]. Chaque nouvelle protéine de la
MhcSF est dans un premier temps décrite en terme de domaines. La numérotation unique IMGT est alors
appliquée a chaque G-DOMAIN ou G-LIKE-DOMALIN identifié, par alignement avec la séquence numérotée
la plus similaire ou par alignement de structure dans le cas d’une similarité¢ de séquence insuffisante. Les
alignements multiples de séquences et de structures sont respectivement effectués avec MUSCLE [22] et
COMPARER [23]. La cohérence de I’alignement final est validée en terme de séquence par NorMD [24] et
en terme de structure par Profit (http://bioinf.org.uk/software/profit).

Les G-DOMAINs et G-LIKE-DOMAINS sont observés au sein de toutes les protéines MHC-I et MHC-I-
like; comme indiqué précédemment, chaque séquence de 1’alignement multiple utilisé pour la classification
est donc composée uniquement de deux G-DOMAINs ou G-LIKE-DOMAINs. L’arbre phylogénétique
obtenu a partir de ces séquences protéiques alignées indique 1’antériorité évolutive de la spécialisation des
protéines MHC-I-like sur la spéciation. En effet, chaque type de récepteur définit un clade regroupant les
séquences de plusieurs especes, ce qui laisse supposer que ces différentes fonctions sont apparues avant
I’origine des espéces étudiées. La deuxiéme caractéristique mise en évidence par la phylogénie est
directement liée a notre problématique de classification supervisée. Les deux classes de séquences (liaison ou
non a la B2M) ne constituent pas en effet deux clades distincts, mais plusieurs clades non corrélés a la
classification. Ainsi, le plus proche voisin des 3 séquences de type EPCR correspond aux 7 séquences de type
CD1, les séquences de ces deux types de récepteurs n’appartenant pas a la méme classe (CD1 se lie 8 B2M
tandis qu’EPCR ne s’y lie pas). L’analyse des plus proches voisins dans 1’arbre phylogénétique ne permettrait
donc pas le classement d’une séquence correspondant a un nouveau type de récepteur MHC-I-like. Lorsque
le récepteur est déja connu, le probléme de classification semble plus simple puisque toutes les séquences
d’un méme récepteur ont le méme comportement vis-a-vis de la B2M (a moins qu’il ne s’agisse d’un mutant
pathologique, comme nous le verrons dans ’analyse des résultats).

3 Le classifieur Bayesien naif

Le classifieur Bayesien dit naif permet d'estimer les probabilités qu’une nouvelle séquence s de la MhcSF
interagisse ou non avec la B2M. Deux étapes préalables au classement sont nécessaires: (1) la sélection d’un
ensemble de descripteurs binaires discriminants (qui associent une position dans 1’alignement et un groupe
d’acides aminés) d’apres les données; (2) la construction du classifieur, par estimation des fréquences de ces
descripteurs conditionnellement aux classes de séquences que 1’on souhaite séparer. Le classement de la
séquence s est effectué d’apres la description de s pour ’ensemble des descripteurs binaires, et de leurs
fréquences au sein des classes. Nous proposons 3 modes d’application de la procédure de "leave-one-out",
destinés a évaluer la performance du classifieur dans les cas ou la prédiction concerne une nouvelle protéine,
une espéce non référencée au sein des données ou un nouveau type de récepteur. Le polymorphisme des
protéines de la MhcSF est pris en compte par la pondération des alleles: pour une protéine qui possede e
alleles, un poids de 1/e est attribué a chacune de ces séquences. Cette approche permet de compenser en
partie le faible nombre de protéines par le nombre €levé d’alléles pris en compte. Dans la suite, chaque étape
est détaillée dans un premier temps dans le cas classique, puis dans le cas de protéines polymorphes.

3.1 Sélection des descripteurs

L’objectif est de sélectionner un ensemble de descripteurs pour leur capacité a discriminer les 2 classes de
séquences C, et C_; du jeu de données (protéines liées ou non a la B2M). Chaque descripteur associe une
position i dans I’alignement multiple et un groupe d’acides aminés g . Les acides aminés sont regroupés
d’apres leur homologie fonctionnelle au sein des V-REGIONs des immunoglobulines [25] et d’apres [26]. Le



gap est considéré comme un acide aminé additionnel. L’ensemble des groupes d’acides aminés utilisé est:

g = {DNEQKR},{IVLFCMAW},{GTSYPH},{GAS},{CDPNT},{EVQH},{MILKR},{FWY},{DE},{NQ},
{RHK} {ST} {AGILPV } {CM} {ILV } {AG} AP} {AVILY {AF} G} WY}, {4} AR}, {N},{D},{C}, {0},
{EYAH AL ALY AK Y AM Y ASY AT VYA

Les descripteurs ainsi définis sont binaires, un acide aminé du groupe g pouvant étre observé ou non a la
position i d'une séquence. Pour un groupe g, —g représente I’ensemble des acides aminés non inclus dans
g . Par exemple, pour le groupe g={IVLFCMAW}, on a —g={DNEQKRGTSYPH-}. La capacité
discriminante de chacun des groupes d’acides aminés est évaluée a chaque position de I’alignement, afin de
sélectionner les couples (i,g) les plus discriminants. Les nombres d'occurrence d’acides aminés de g et de
—g a la position i des séquences des classes C, et C ; sont présentés sous forme d'une table de
contingence :

G ,C,
CT=g | a]| b (1)
—g|l c| d

Dans le cas de protéines exprimées sous différentes formes alléliques, la table de contingence établie pour
une position i et un groupe d’acides aminés g est basée sur les poids des alleles. Une protéine de C;
représenté par 10 alleéles aura une contribution de 2/10 pour a et 8/10 pour ¢ dans (1), dans le cas ou 2
alleles ont un acide aminé de g a la position i et les 8 autres un acide aminé de —g .

La capacité de discrimination d’un groupe d’acides aminés g a la position i, est estimée par la mesure
du * a partir de la table de contingence (1):

_ (ad —bc)’* (a+b+c+d)
(a+b)a+c)c+d)b+d)

%’ (CT) 2

Cette mesure prend une valeur d’autant plus grande que la différence entre les deux diagonales ad et bc est
importante en valeur absolue. Pour une position i, le groupe d’acides aminés g associé a la valeur de y* la
plus élevée est sélectionné; dans le cas ou plusieurs groupes sont caractérisés par la méme valeur de *, nous
sélectionnons le groupe comprenant le moins d'acides aminés. Les couples (i,g) ainsi générés sont classés
par ordre décroissant selon leur valeur de x> . Les f premiers couples de cette liste constituent 1’ensemble
des descripteurs, ou f est un parametre ajusté suivant une procédure décrite en 3.4. L’ensemble
D=(d,.,d,,....d,,....d,) est ainsi constitu¢ des f descripteurs d, les plus discriminants, combinant une
position #, dans I’alignement et un groupe d’acides aminés g, .

3.2 Apprentissage du classifieur de Bayes

La probabilité qu’une nouvelle séquence s de la MhcSF appartienne a la classe C, sachant la description de

s pour l'ensemble des descripteurs binaires préalablement définis, est estimée selon la régle de Bayes par:

P(Cy)P(D(s)/Cy)
P(D(s))

P(C, /D(s)) = 3)

avec:

X e{B,—B},

D(s) = (d,(5),d,(5),...,d, (5),....d ;(5)) .

La classe C, prédite pour la séquence s correspond a celle dont la probabilité sachant D(s) est la plus
élevée. Dans (3), P(C, /D(s)) et P(C, /D(s)) ont le méme dénominateur P(D(s)); la probabilité
P(C, /D(s)) laplus élevée est donc identifiée par comparaison des valeurs de numérateur de P(C, / D(s)) et

P(C, /D(s)). Par ailleurs, le classifieur de Bayes dit naif s’appuie sur l'hypothése d'indépendance des
descripteurs conditionnellement a la classe. Cette hypothése est simplificatrice, mais elle s’est avérée efficace



pour de trés nombreux jeux de données réels, méme avec des descripteurs fortement corrélés; cette propriété
est expliquée par des arguments théoriques dans [27]. La probabilité que la séquence s appartienne a la
classe C, est donc exprimée par:

S
P(C[D(s))c P(COH[ [P, ()/Cy). (4

Les probabilités P(C,) et P(C_ ;) sont estimées a priori, par les proportions de protéines dans le jeu de
données qui correspondent respectivement a des protéines liant ou non la B2M. Les probabilités
P(d,(s)/Cy) sont estimées au cours de la phase d'apprentissage du classifieur, par les fréquences
d'occurrence du descripteur d, (présence ou absence de g, a la position i, ) pour la classe C,. Ces
fréquences sont corrigées par le facteur de Lidstone [28], afin de remédier au probléme posé par les
fréquences nulles. En effet, dans le cas d’un descripteur d, pour lequel toutes les séquences s' de la classe
C, sont telles que d,(s)#d,(s"), la probabilit¢ (4) de C, sachant D(s) est nulle, quelle que soit la
contribution des autres descripteurs. L utilisation de fréquences non corrigées est donc susceptible d’aboutir a
la dominance d’un unique descripteur pour le classement d’une nouvelle séquence s. Les fréquences
corrigées sont définies par:

N(dy($)/Cy)+2

P(dk(s)/CX): |C |+27\‘

; )

ol N(d,(s)/Cy)est le nombre de séquences s' de C, qui vérifient d,(s)=d, (s"). Nous avons choisi
A= 1/ |C X| d'apres des analyses préliminaires destinées a ajuster A, et d’aprés [29]. Du fait de la binarité des
descripteurs, le facteur de A, au dénominateur est égal a 2 pour qu’un descripteur soit vrai ou faux avec une
probabilité totale de 1.

L’estimation et la correction des fréquences dans le cas de protéines polymorphes est traitée de maniére
analogue a 1’établissement des tables de contingence, en prenant en compte la somme des poids des
séquences s' de C, telles que d,(s)=d,(s").

3.3 Performance du classifieur et nombre de descripteurs

Afin d'évaluer la performance d’un classifieur, le jeu de données est généralement divisé en un jeu
d'apprentissage et un jeu de test. Les étapes de sélection de 1'ensemble des descripteurs et de construction du
classifieur (détaillées en 3.1 et 3.2) sont effectuées pour I'échantillon d'apprentissage, le classifieur ainsi
construit étant ensuite appliqué aux séquences de I'échantillon de test pour prédire leur classe d'appartenance.
La performance du classifieur est alors évaluée par le nombre d’observations test dont la classe prédite est
égale a la classe réelle. Dans le cas de protéines exprimées sous différentes formes alléliques, une approche
simple consiste a classer itérativement toutes les séquences alléliques du test, puis a pondérer les succes et
erreurs par I’inverse du nombre d’alléles, comme nous 1’avons vu dans la phase d’apprentissage. Sur notre
jeu de données, des études préliminaires montrent que la classe prédite est identique pour toutes les alleles
d’une méme protéine. Afin de réduire le temps de calcul, nous considérons donc chaque protéine codée par
un gene donné comme un profil p composé d’une ou plusieurs séquences alléliques. Alors que la position i,
de la séquence s d'une protéine non polymorphe présente un acide aminé de g, ou de —g,, des acides
aminés de g, et de —g, peuvent étre observés conjointement a la position #, d'un profil p. Nous estimons
alors P(C,/D(p)) en remplagant I’expression P(d, (s)/Cy) dans (4) par la moyenne algébrique, au sein de
I’ensemble des alleles de la protéine, des probabilités conditionnelles correspondant a chacun des 2 cas

(i, (s)=g, et i (s)=—g;).

Les données actuelles sur la MheSF concernent un nombre restreint de protéines, et ne peuvent pas étre
divisées en un échantillon d'apprentissage et un échantillon de test de taille suffisante. Nous utilisons donc
une approche de type "leave-one-out" [30] pour définir ces échantillons. Lorsque 1’on dispose de n
observations, le principe de base est d’apprendre sur »—1 observations, de tester sur I’observation restante,
et d’itérer le processus n fois. La performance est évaluée par la moyenne des »n tests. Nous déclinons ici
cette procédure selon trois modes, destinés a évaluer la performance du classifieur dans les cas ou la



prédiction concerne une nouvelle protéine, une espece non référencée au sein des données ou un nouveau
type de récepteur. Les séquences de chacun des 9 types de récepteurs, de chacune des 4 espéces et de
chacune des 47 protéines constituent itérativement 1'échantillon de test.

Afin d'ajuster le nombre f de descripteurs a prendre en compte dans le classifieur, nous construisons un
classifieur successivement pour chaque valeur de f comprise entre 1 et 40. Pour f =1, l'unique descripteur
pris en compte est donc le premier de la liste, c'est-a-dire celui qui présente la meilleure discrimination au
sens de la mesure du % (2). En augmentant le nombre de descripteurs, on s’attend a une augmentation de
performance (évaluée par leave-one-out, comme décrit ci-dessus), jusqu’a atteindre un plateau correspondant
a la taille f optimale. Le petit nombre d’observations disponibles ici rend cependant cette procédure
difficile, et il est plus juste de parler de "bonne taille" que de taille optimale, comme nous le verrons dans la
partie suivante.

4 Résultats et discussion

4.1 Performance du classifieur et nombre de descripteurs

Les taux de bon classement sont représentés pour toutes les valeurs de f =1,2...40 et les trois procédures de
leave-one-out (Fig. 2). La performance la plus faible est obtenue lorsque toutes les protéines d'un méme type
de récepteur constituent 1’échantillon de test, et ce quel que soit le nombre de descripteurs. Ce résultat était
prévisible car cette procédure de leave-one-out correspond au classement de séquences de test dont le
pourcentage d’identité avec les séquences d’apprentissage ne dépasse pas 40%. La performance la plus
élevée, quelle que soit la procédure de leave-one-out, est obtenue par un classifieur constitué de 18
descripteurs. Un tel classifieur classe correctement 70% des séquences (33 protéines parmi les 47 du jeu de
données) dont le type de récepteur n'est pas représenté dans l'échantillon d’apprentissage. Ce résultat est
satisfaisant, du fait de la faible similarité de ces séquences de test avec les séquences d'apprentissage. De
plus, 7 protéines mal classées (sur 14) correspondent au récepteur CD1, dont les deux G-LIKE-DOMAINs
lient de petits lipides, a la place des peptides habituellement présentés par les protéines MHC-I et certaines
protéines MHC-I-like; les domaines de CDI1 sont par conséquent plus hydrophobes que ceux des autres
protéines de la MhcSF. 94% et 98% des séquences sont classées correctement par un classifieur constitué de
18 descripteurs et appris a partir d'échantillons d'apprentissage qui excluent respectivement les séquences
d’une méme espece et d’une méme protéine.
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Figure 2. Performance des classifieurs en fonction du nombre de descripteurs et de la procédure
de leave-one-out. La performance la plus élevée pour les 3 procédures est obtenue pour 18
descripteurs.



Afin de vérifier la signification statistique des performances des classifieurs mesurées par les 3
procédures de leave-one-out, nous avons testé notre approche sur 100 jeux de données engendrés par
remaniements aléatoires des séquences du jeu de données initial. Les positions de chaque séquence ont ainsi
été¢ "mélangées" aléatoirement pour générer une séquence de méme composition en acides aminés. Les
performances sont alors proches de 50% de bon classement pour les 3 procédures d’évaluation. Les
performances évaluées a 70%, 94% et 98% par leave-one-out sur le jeu de données initial sont donc bien
significatives. De plus, cette expérience montre que ce n'est pas la composition globale des séquences en
acides aminés qui détermine leur liaison ou non a la B2M. L'apprentissage du jeu de données initial (sans re-
échantillonnage) par le classifieur Bayesien est donc réalisé d'apreés (4) pour les 18 descripteurs les plus
discriminants dans la liste ordonnée suivant la mesure du %> (2). L'ensemble de ces 18 descripteurs est
présenté en Table 1.

Domaine  Position Groupe Type de
IMGT IMGT  discriminant ~ descripteurs
[D1] 8 CDPNT 3

11 ILV 4

12 MILKR 3

21 w 3

25 DNEQKR 3

27 FYW 1

32 EVQH 1

35 EVQH 3

51 w 2

74 MILKR 4

86 NQ 2

88 CDPNT 4
[D2] 10 G 2

27 AG 1

32 DE 1

39 EVQH 4

83 DE 2

85 G 2

Table 1. Les 18 descripteurs sélectionnés. Les descripteurs de type 1 et 2 sont favorables a la
liaison a la B2M (Fig. 3A); les types 3 et 4 sont défavorables a la liaison a la B2M (Fig. 3B). Les
types 1 et 3 sont localisés dans la zone potentielle de contact a la B2M.

Nous avons également évalué les performances de 2 classifieurs construits, respectivement, a partir de 9
descripteurs localisés dans la zone de contact, et a partir de 5 descripteurs localisés hors de cette zone (dont la
définition est donnée plus loin). Le nombre de descripteurs de chacun de ces classifieurs a été optimisé
comme décrit précédemment, a partir de 1’alignement multiple initial respectivement restreint aux sites de
contact potentiel ou excluant ces sites. Chacun de ces classifieurs s'avére étre aussi performant que le
classifieur établi pour 18 descripteurs (qui incluent les 9 et 5). Cette expérience met donc en évidence une
certaine redondance statistique de nos 18 descripteurs, chacun de ces 2 classifieurs étant suffisant pour
classer correctement les nouvelles séquences. Mais comme nous allons le voir dans la partie suivante, les 18
descripteurs sélectionnés admettent une interprétation biologique et structurale.

4.2 Analyse du contexte structural des descripteurs

Afin d'identifier les sites potentiels de liaison a la B2M au sein des G-DOMAINSs des protéines MHC-I et G-
LIKE-DOMALINSs des protéines MHC-I-like, nous avons réalisé une analyse exhaustive des contacts pour 165
structures 3D de protéines de la MhcSF liées a la B2M (156 structures 3D de 12 protéines MHC-I et 9
structures 3D de 6 protéines MHC-I-like). Les sites potentiels de contact correspondent aux positions des
domaines [D1] (G-ALPHA1 ou G-ALPHAI1-LIKE) et [D2] (G-ALPHA2 ou G-ALPHAZ2-LIKE) en contact
avec la B2M dans au moins une de ces structures. Ces positions sont localisées dans les brins A, B, C et D,
dans les boucles AB et BC, et dans I’hélice de [D1], et dans les brins A, B et C, et dans la boucle BC de [D2].



Les descripteurs peuvent étre classés en quatre types, selon qu’ils sont favorables ou défavorables a la
liaison a la B2M, et qu’ils correspondent ou non a des sites potentiels d'interaction a la B2M. La premiére
distinction (favorable/défavorable) est issue de I’analyse des diagonales de la table de contingence (1). Pour
un descripteur donné (i,,g,), une table de contingence (1) dont la diagonale ad est majoritaire indique
qu’un acide aminé du groupe g, a la position i, d’une protéine est plutdt favorable a son interaction a la
B2M; de maniére analogue, une table de contingence dont la diagonale bc est majoritaire indique qu’un
acide aminé du groupe g, a la position i, d’une protéine est plutdt défavorable a son interaction a la B2M.
L’interprétation du contexte structural des 18 descripteurs doit par conséquent étre réalisée indépendamment
pour les descripteurs de chaque type.

Les 9 descripteurs dont I'observation est un critére favorable a I’interaction a la B2M sont analysés pour
la structure 3D de FCGRT de Rattus norvegicus. Parmi les protéines de la MhcSF qui se lient a la B2M et
dont la structure a été résolue, la protéine FCGRT de Rattus norvegicus présente en effet un acide aminé du
groupe caractéristique de la classe C, pour chacune de ces 9 positions. De méme, le contexte structural des 9
descripteurs dont l'observation est un critére défavorable a I’interaction a la B2M doit étre interprété pour une
protéine non liée a la B2M, et pour laquelle ces 9 positions sont constituées d'un acide aminé du groupe
caractéristique de la classe C : la protéine RAEIB de Mus musculus correspond a ce critére. Parmi les 9
descripteurs favorables a I’interaction a la B2M (Fig. 3A), 4 correspondent a une position localisée dans la
zone potentielle de contact. C’est également le cas de 5 descripteurs parmi les 9 défavorables a I’interaction
(Fig. 3B).

B G-ALPHA2-LIKE
[D2]

5
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Figure 3. Structure 3D et représentation des 4 types de descripteurs pour les domaines
G-ALPHAI1-LIKE et G-ALPHA2-LIKE de protéines MHC-I-like se liant ou non a la B2M. Le
domaine, la position et ’acide aminé observé sont indiqués pour chaque descripteur; les chaines
latérales de ces acides aminés sont mises en évidence par des sphéres. (A) FCGRT de Rattus
norvegicus (MHC-I-like li¢ a 1a B2M, code 3fru_ A IMGT/3Dstructure-DB [15]). Les descripteurs
favorables a la liaison a la B2M sont localisés dans la zone potentielle de contact a la B2M
(type 1, soulignés: [D1] 27, 32, [D2] 27, 32) ou en dehors (type 2: [D1] 51, 86, [D2] 10, 83, 85).
(B) RAE1B de Mus musculus (MHC-I-like non lié a la B2M, 1jfm A). Les descripteurs
défavorables a la liaison a la B2M sont dans la zone potentielle de contact (type 3, soulignés:
[D1]38, 12, 21, 25, 35) ou en dehors (type 4: [D1] 11, 74, 88, [D2] 39).

G-ALPHA1-LIKE G-ALPHA1-LIKE

Globalement, les descripteurs favorables a I’interaction localisés dans la zone potentielle de contact
semblent correspondre a une orientation de chaine latérale ou a une propriété physico-chimique favorable au
contact direct avec la B2M, tel qu’un résidu aromatique F, W ou Y en position [D1] 27 (W pour FCGRT de
Rattus norvegicus, Fig. 3A). Les descripteurs favorables localisés hors de cette zone semblent maintenir une
conformation adéquate au contact. Les résidus [D1] 51 et [D2] 85 pourraient en effet maintenir la fermeture
du sillon (par le rapprochement des deux hélices) a une extrémité (Fig. 3A). Au contraire, les descripteurs
défavorables situés dans cette zone semblent empécher le contact direct par géne stérique, tels que les résidus
K en positions [D1] 12 et 25 de RAE1B de Mus musculus (Fig. 3B). La déstabilisation de la conformation
propice a I’interaction par des résidus tels que E, V, Q ou H en [D2] 39 serait a analyser en détail.



La définition des descripteurs en terme de position et de groupes d’acides aminés permet donc d’identifier
les propriétés physico-chimiques dont 1’observation a une position semble étre favorable ou non au contact
direct (pour les positions localisées dans la zone potentielle de contact), ou stabiliser ou non la conformation
moléculaire globale (pour les positions localisées hors de cette zone). La détermination de ces 4 types de
descripteurs sur les chaines lourdes de protéines MHC-I et MHC-I-like donne des indications qui devraient
étre précieuses pour des expériences futures de mutagenése dirigée.

4.3 Mutagenése dirigée et classement de nouvelles séquences MHC-I

D’aprés 1’analyse bibliographique concernant les résultats de mutagenése dirigée des genes de MHC-I, la
mutation du résidu N a la position [D1] 86 de la protéine HLA-A empéche la liaison de HLA-A a la B2M
[31,32]. Cela conforte notre étude, car nous avons trouvé (Table 1) que la position [D1] 86 associée au
groupe amide NQ est favorable a la liaison a la B2M. Ceci est sans doute 1ié & une implication dans le
maintien de la conformation globale de la protéine, car cette position est en dehors de la zone potentielle de
contact a la B2M. Les résultats expérimentaux indiquent qu’il s’agit d’un site de N-glycosylation: un
oligosaccharide, reli¢ par une liaison N-glycosidique au groupement amide du résidu N en [D1] 86, favorise
I’interaction entre la protéine HLA-A et la B2M. Sur la base de nos résultats, nous pouvons étendre ce
résultat expérimental en prédisant que la liaison d’un oligosaccharide en [D1] 86 est caractéristique des
protéines de la MhcSF liées a la B2M.

Nous avons également classé 3 protéines MHC-I de vertébrés inférieurs: Ambystoma mexicanum
(P79458), Oncorhynchus kisutch (Onki-UAA, Q9GJIB4) et Salmon trutta (Satr-UBA, Q9GJJ8). Alors que la
structure et I’origine évolutive des génes du MHC des amphibiens [33] et des poissons téléostéens [34] sont
largement étudiées, peu de données expérimentales indiquent la voie d’expression cellulaire impliquée et la
liaison ou non de ces MHC-I a la B2M [35]. Le classifieur rattache les protéines de Ambystoma mexicanum
et Salmon trutta a la classe des protéines de la MhcSF qui se lient a la B2M, avec un rapport élevé entre les
probabilités conditionnelles de liaison ou non a la B2M (respectivement de 7.10° et 2.10%); ce rapport est
seulement de 9 pour la protéine d’Oncorhynchus kisutch, ce qui est favorable a la liaison mais avec une
certitude moindre. Cette étude donne donc a penser que ces protéines MHC-I se lient a la B2M. Elles
devraient par conséquent étre exprimés a la surface cellulaire par le méme processus que les protéines MHC-I
et MHC-I-like de mammiféres liés a la B2M.

5 Conclusion

Notre étude met en évidence I’efficacité de la combinaison du classifieur Bayesien naif et de la numérotation
unique IMGT pour les G-DOMAINs et G-LIKE-DOMAINS, pour prédire ’interaction des protéines de la
MhcSF avec la B2M. Cette approche est en effet performante quel que soit le type de nouvelle séquence a
classer, et malgré la faible similarité de séquence des protéines appartenant a un nouveau type de récepteur.
Nous identifions 4 types de descripteurs, correspondant a des propriétés physico-chimiques discriminantes:
favorable ou non au contact direct a la B2M, et favorable ou non au maintien d’une conformation propice a
I’interaction. L’analyse structurale de ces descripteurs et la confrontation de nos résultats a ceux de
mutagenése dirigée mettent en évidence la cohérence biologique de 1’approche. En indiquant si une nouvelle
protéine se lie ou non a la B2M, le classifieur ainsi construit donne des informations concernant ses ligands
potentiels et la voie impliquée pour son expression a la surface cellulaire. Cette approche performante devrait
trouver des applications dans d’autres problématiques biologiques pour lesquelles on dispose d’un
alignement multiple de qualité, et de classes de séquences connues a priori, qu’il s’agisse de classes
fonctionnelles, structurales ou d’interaction.
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ABSTRACT

Motivation: The MHC superfamily (MhcSF) consists ofimmune system
MHC class | (MHC-I) proteins, along with proteins with a MHC-I-like
structure that are involved in a large variety of biological processes.
B2-Microglobulin (B2M) non-covalent binding to MHC-I proteins is
required for their surface expression and function, whereas MHC-I-
like proteinsinteract, or not, with B2M. This study was designedto predict
B2Mbinding (ornon-binding) of newly identified MhcSF proteins, inorder
to decipher their function, understand the molecular recognition mech-
anisms and identify deleterious mutations. IMGT standardization of
MhcSF protein domains provides a unique numbering of the multiple
alignment positions, and conditions to develop such predictive tool.
Method: We combine a simple-Bayes classifier with IMGT unique num-
bering. Our method involves two steps: (1) selection of discriminant
binary features, which associate an alignment position with an amino
acid group; and (2) learning of the classifier by estimating the frequen-
cies of selected features, conditionally to the B2M binding property.
Results: Our dataset contains aligned sequences of 806 allelic forms
of 47 MhcSF proteins, corresponding to 9 receptor types and 4 mam-
malian species. Eighteen discriminant features are selected, belonging
to B2M contact sites, or stabilizing the molecular structure required
for this contact. Three leave-one-out procedures are used to assess
classifier performance, which corresponds to B2M binding prediction
for: (1) new proteins, (2) species not represented in the dataset and
(3) new receptor types. The prediction accuracy is high, i.e. 98, 94 and
70%, respectively. Application of our classifier to lower vertebrate
MHC-I proteins indicates that these proteins bind to B2M and should
then be expressed on the cellular surface by a process similar to that of
mammalian MHC-I proteins. These results demonstrate the usefulness
and accuracy of our (simple) approach, which should apply to other
function or interaction prediction problems.

Availability: Data and MhcSF multiple alignments are available on the
IMGT website (http://imgt.cines.fr).

Contact: gascuel @lirmm.fr, duprat@ligm.igh.cnrs.fr,
lefranc@ligm.igh.cnrs.fr
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downloadable at http://imgt.igh.cnrs.fr/MhcSF-B2M.html.
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1 INTRODUCTION

Major histocompatibility complex (MHC) proteins play a key role
in the immune system, by displaying self and non-self peptides for
recognition by T cell receptors. MHC class I (MHC-I) proteins have
a transmembrane heavy chain (I-ALPHA) non-covalently linked to
B2-microglobulin (B2M). The interaction between I-ALPHA and
B2M is required for peptide display, stabilization of the molecular
structure and cell surface expression of the complex (D’Urso et al.,
1991; Hill et al., 2003).

The MHC superfamily (MhcSF) (Lefranc et al., 2005a) includes
MHC proteins, as well as proteins with a MHC-I-like structure
which are involved in a large variety of biological processes.
Thirty-four mammalian MHC-I-like proteins have currently been
identified, and the 3D structure is available for 12 of them (Kaas and
Lefranc, 2004). Among these 34 proteins, only 17 are constitutively
bound to B2M, according to the experimental data. This study is
designed to predict B2M binding (or non-binding) of newly iden-
tified MHC-I or MHC-I-like protein sequences. Such prediction
should be useful for deciphering the function of these new
sequences, determining their mechanism of molecular recognition,
detecting mutations leading to defects in their cell surface expres-
sion, or clarifying a number of biological questions, as illustrated
below with lower vertebrate MHC.

Description rules for MhcSF protein domains are defined in
IMGT, the international ImMunoGeneTics information system®
(Lefranc et al., 2005b), and are based on the IMGT-
ONTOLOGY concepts (Giudicelli and Lefranc, 1999). The two
N-terminal extracellular domains of the heavy chain of MHC-I
(Fig. 1) and MHC-I-like proteins are G-DOMAINs and G-LIKE-
DOMAINS, respectively. These domains are strikingly similar
according to their 3D structure, with each being composed by
one sheet of four antiparallel beta strands and one long helical
region (Kaas and Lefranc, 2005). This high 3D structure similarity
is noticeable as G-DOMAINs and G-LIKE-DOMAINs sequences
have low homology (~30% identity). The third (and last) extracel-
lular heavy chain domain is a C-LIKE-DOMAIN (Duprat et al.,
2004; Lefranc et al., 2005c). This C-LIKE-DOMAIN is always
present in MHC-I, but absent in some MHC-I-like proteins. The
C-LIKE-DOMAIN of a MHC-I heavy chain was experimentally
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Fig. 1. MHC-I protein representation on the target cell surface (A) and 3D
structure (B). The heavy chain consists of, from the N-terminal to the
C-terminal end, the G-ALPHA1 [DI1], G-ALPHA2 [D2] and C-LIKE
extracellular domains, and (absent in the 3D structure) the connecting
(CO), transmembrane (TM) and intracytoplasmic (CY) regions. B2M has
a unique extracellular domain, non-covalently bound to the heavy chain.
(modified from Lefranc et al., 2005a).

deleted, but the protein remained structurally unchanged and the
B2M and the peptide were still bound conventionally (Collins et al.,
1995). The presence of the C-LIKE-DOMAIN thus does not seem to
be a valuable criterion for discrimination between B2M bound and
unbound MhcSF proteins, and our results are based solely on an
analysis of the two G- and G-LIKE-DOMAINS.

Our prediction method combines IMGT multiple alignment for
G-DOMAINs and G-LIKE-DOMAINs (Lefranc et al., 2005a),
along with experimental knowledge on the B2M bound/unbound
properties of these proteins. We use a supervised classification
approach (Duda et al., 2001), where classes are a priori known
(here bound/unbound) in the learning set, and the goal is to predict
the class of new unknown instances. In this context, the simple-
Bayes classifier (Good, 1965) is easy to implement, accurate for
small datasets (as is the case here) and its results are easily inter-
pretable. Moreover, it was successfully applied for the prediction
of class-specific ligands using functional features (Bandyopadhyay
et al., 2002; Cao et al., 2003). Our classifier is based on binary
features, consisting of a multiple alignment position and an amino
acid group, and are selected from the dataset for their ability to
discriminate between the two sequence classes. Three leave-one-out
experiments are used to assess classifier performance—these
experiments consider B2M binding prediction for new proteins,
species not represented in the dataset or new receptor types.

We next give further details on MhcSF protein sequences, their
alignment and the main aspects of our supervised classification
problem. We then describe the method for selecting discriminant
features, the classifier learning procedure, and experiments to assess
its accuracy. The results are analysed in the light of structural
interpretation, site-directed mutagenesis literature and B2M binding
prediction for lower vertebrate MHC-I proteins.

2 DATA
2.1 MhcSF proteins

In this study, MhcSF consists of 806 protein sequences correspond-
ing to allelic and homologous forms of 47 MHC-I and MHC-I-
like proteins from four mammalian species: Homo sapiens,

Mus musculus, Rattus norvegicus and Bos taurus (see Supplement-
ary Data 1 for details). Sequences described as ‘allelic’ in this study
refer to sequences which, for a given protein from a given species,
differ by at least one amino acid (see Supplementary Data 1 for
allele homogeneity). The high allele number partly compensates for
the small amount of proteins. MhcSF proteins each includes two
G-DOMAINs or G-LIKE-DOMAINs and are grouped here into
nine functional receptor types:

e MHC-I proteins (13 items, 767 alleles, B2M bound, C-LIKE-
DOMAIN) are highly polymorphic and display a huge diversity
of self and non-self peptides to T cell receptors.

e AZGP1 proteins (3 items, B2M unbound, C-LIKE) regulate fat
degradation in adipocytes (Sanchez et al., 1999).

CDl1 proteins (7 items, B2M bound, C-LIKE) display phospho-
lipid antigens to T cells and participate in immune defence
against microbian pathogens (Zeng et al., 1997); these proteins
differ from other MhcSF proteins by the high hydrophobicity of
their antigen binding sites.

EPCR proteins (3 items, B2M unbound, not C-LIKE) interact

with activated C protein and are involved in the blood coagula-
tion pathway (Simmonds and Lane, 1999).

FCGRT proteins (4 items, B2M bound, C-LIKE) transport
maternal immunoglobulins through placenta and govern
neonatal immunity (West and Bjorkman, 2000).

HFE proteins (3 items, B2M bound, C-LIKE) interact with trans-
ferrin receptor and consequently take part in iron homeostasis by
regulating iron transport through cellular membranes (Feder
et al., 1998).

MIC proteins (2 items, B2M unbound, C-LIKE) are induced by
stress and involved in tumor cell detection (Holmes ez al., 2002).
MRI1 (3 proteins, B2M bound, C-LIKE) function is currently
unknown (Miley er al., 2003).

RAE proteins (9 items, 14 alleles, B2M unbound, no C-
LIKE) are inducible by retinoic acid and stimulate cytokine/
chemokine production and cytotoxic activity of NK cells
(Li et al., 2002).

2.2 IMGT multiple alignment

The IMGT unique numbering for G-DOMAIN and G-LIKE-
DOMAIN (Lefranc et al., 2005a) is built by successive alignments
of sequences and 3D structures of MHC-I, MHC-II and MHC-I-like
proteins. MhcSF sequences that belong to the same receptor type are
close (60-90% of identity), whereas MhcSF sequences from differ-
ent receptor types are quite different (15-40%). All G-DOMAINs
and G-LIKE-DOMAINSs are then aligned together using the follow-
ing strategy: (1) we perform structural alignment of nine—one per
receptor type—3D structures; (2) remaining sequences are aligned
within each receptor class against the previously structurally aligned
protein. Finally, IMGT numbering is obtained by attributing a
number to each position of the resulting multiple alignment.
Newly identified MhcSF proteins (e.g. amphibian and teleost
MHC-I proteins, whose prediction results are presented hereafter)
are first described in terms of domains. IMGT numbering of their
G-DOMAINSs or G-LIKE-DOMAINSs is then obtained by sequence
alignment with the numbered sequence with highest similarity in
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the learning set, or by structural alignment when sequence similarity
is insufficient.

MUSCLE (Edgar, 2004) and COMPARER (Sali and Blundell,
1990) are used for sequence and 3D structure multiple alignments;
Fasta2 (Pearson and Lipman, 1988) is used for pairwise sequence
alignments. Sequence and structure consistency of the resulting
alignment are validated with NorMD (Thompson et al., 2001)
and ProFit (http://bioinf.org.uk/software/profit), respectively.

2.3 Phylogeny

Evolutionary relationships within the MhcSF are established by
phylogenetic analysis (Guindon and Gascuel, 2003) of 47 MHC-I
and MHC-I-like protein sequences from the IMGT multiple align-
ment (see Supplementary Data 2 for details). The resulting phylo-
geny indicates that specialization occurred before speciation.
Indeed, each receptor type corresponds to a clade containing all
available sequences for that receptor from the species at hand. This
seems to indicate that the various functions of MhcSF proteins
appeared before the common ancestor of the studied mammalian
species. This is in line with the small sequence similarity of
G-DOMAINs and G-LIKE-DOMAINSs (see above), and is further
supported by the high-bootstrap value obtained for every receptor
clade.

The second insight gained through this phylogeny is directly
related to our prediction problem. Indeed, the two sequence classes
(bound versus unbound to B2M) constitute several clades unrelated
to the phylogeny, instead of two monophyletic clades. For example,
the nearest neighbour of the EPCR clade is CD1, while CD1 binds
B2M and EPCR does not. This indicates that nearest neighbour
analysis would be inaccurate for predicting B2M binding of any
MHC-I-like protein belonging to a new receptor type. However,
classification seems to be easier when sequences of the same recep-
tor type as the sequence to be predicted are already known, as all
sequences from the same receptor type have the same behaviour
regarding B2M [unless they correspond to a pathogenic mutant, as
described in Barbosa et al. (1987) and Santos-Aguado et al. (1987),
and explained in the Results section].

3 SIMPLE-BAYES CLASSIFIER

The simple-Bayes classifier estimates the probability of classes
(B2M bound/unbound) for a new sequence s of MhcSF, given its
description with a feature set. Two steps are required to infer this
classifier from the learning set: (1) selection of discriminant binary
features; and (2) learning of the classifier by estimating the frequen-
cies of selected features, conditionally to the classes. Within this
process, protein polymorphism is taken into account by weighting
alleles: for a protein with e alleles, the weight of each of them is set
equally at 1/e. In the following, each step is first detailed for the
standard case and then for polymorphic proteins.

3.1 Feature selection

This step aims at selecting features regarding their ability to dis-
criminate between Cg and C_g classes (i.e. bound and unbound to
B2M, respectively). Each (binary) feature consists of an alignment
position i and an amino acid group g, and denotes the presence/
absence of an amino acid from g at i in the studied sequence. Amino
acids are grouped based on statistical analysis of immunoglobulin

sequences (Pommié et al., 2004) and wusing standard
physicochemical criteria (Wu and Brutlag, 1995): {IVLFCMAW}
{DNEQKR} {GTSYPH} {AGILPV} {CDPNT} {MILKR} {EVQOH}
{AILV} {GAS} {FWY} {ILV} {RHK} {DE} {NQ} {ST} {CM}
{AG} (see also Supplementary Data 3). The 20 amino acids are
also considered as ‘groups’, leading to a total of 37 possible groups.
For a given group g, —g represents the amino acids excluded
from g plus the gap; e.g. —g = {DNEQKRGTSYPH—}
when g = {IVLFCMAW}. The g and —g groups are dealt with in
a symmetrical way and tested simultaneously for each
position.

The discrimination capacity of each group is evaluated at every
position of the alignment. Occurrences of the amino acids from g
and —g at position 7 of the sequences from classes Cg and C_g are
counted in the contingency table:

Cg Cyp
CT= ¢ a b (1)
-g c d

In case of polymorphic proteins, this contingency table is com-
puted according to the allele weights. For example, the contribu-
tions for @ and ¢ in (1) are set at 2/10 and 8/10, respectively, for a
protein from Cg represented by two alleles having an amino acid
from g at i and eight alleles where site i belongs to —g. The
discrimination capacity of any (i,g) pair is estimated using the
x*-measure that is applied to contingency table CT (1):

(ad — be)*(a+b+c+d)

X(CT) = (a+b)(at+o)ctd)(b+d

)

The highest the y*-value, the highest is the difference between
both contingency table diagonals, which are represented by ad and
bc terms. For a given position i, the amino acid group g with the
highest discrimination capacity is selected—if several groups have
same y’-value, the one with the smallest size is chosen. Resulting
(i,g) pairs are ordered according to their y*-value, starting from the
best ones. The f first pairs define the selected features, where fis a
parameter that is tuned with data (see Section 3.4). The feature set
D = (dy, dp, ..., dy, ..., dp consists of the f-most discriminant
features d;, with each combining a multiple alignment position i,
and an amino acid group g;.

3.2 Simple-bayes classifier and learning procedure

The probability that a new MhcSF sequence s belongs to class Cx
given its description with feature set D, is provided by the Bayes
formula:
P(Cx)P(D(s)|Cx)

where X € {8, —B} and D(s) = (d, (8), d> (8), ..., di (5), ..., de(5)).

The class with highest probability is then predicted. Note that
both P(Cx) P(D(s) | Cx) terms can simply be compared to perform
this prediction, and that computing P(D(s)) is useless. Moreover, the
simple-Bayes classifier is based on the assumption that features are
independent conditionally to the classes. This is a simplifying
assumption which nevertheless proved reliable for many real data-
sets, even with strongly correlated features—this property is
explained with theoretical arguments in (Domingos and Pazzani,
1996). The probability that a given sequence s belongs to class Cy
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is then obtained using:

~

P(Cx|D(s))  P(Cx) H (5)|Cx)- (4)

The probabilities P(Cg) and P(C_p) are a priori estimated by the
proportions of proteins in the dataset which bind or not B2M,
respectively. The probabilities P(di(s)ICy) are estimated during
classifier learning by the frequencies of features d; (presence or
absence of g, at position #;) within class Cy. These frequencies are
corrected by Lidstone’s (1920) factor, in order to overcome the
problem arising from null frequencies. Indeed, in case of a feature
dy for which all the sequences s’ of the class Cy are such as d;(s) #
di(s"), the probability (4) of Cx knowing D(s) is null, irrespective
of the contribution of other features. The use of non-corrected
frequencies is thus likely to lead to predominance of a single feature
for the classification of a new sequence s. Corrected frequencies are
defined by:

N(di(s)|Cx) +A

P(di(s)|Cx) = |Cx| +2A (5)

where N(d,(s)ICy) is the number of sequences s’ of Cx with d;(s) =
di(s'). We chose A = 1/ICxl according to preliminary analyses con-
ducted to adjust A, and according to (Kohavi et al., 1997). Since our
features are binary, the factor of A in denominator is equal to 2, so a
feature is true or false with a total probability of 1. Estimation and
correction of the frequencies for polymorphic proteins are treated
in a way similar to the contingency table calculation, by taking into
account the sum of the weights of the sequences s” of Cy such as
di(s) = di(s").

3.3 Classifier performance and number of features

In order to evaluate the performance of a classifier, the dataset at
hand is usually divided into a learning sample and a test sample. The
feature selection and classifier learning stages (detailed in Sections
3.1 and 3.2) are carried out using the learning sample, and the
classifier built in this way is then applied to sequences of the
test sample to predict their membership class. Classifier perform-
ance is evaluated by the number of test sequences whose predicted
class is equal to the real class. In case of proteins expressed in
various allelic forms, a simple approach involves classifying all
allelic sequences of the test sample and then balancing successes
and errors by the inverse of the allele number, as we saw in the
learning step. In our dataset, preliminary studies showed that the
predicted class is identical for all alleles of the same protein. In
order to reduce computing time, we thus consider each protein
encoded by a given gene as a profile p made up of one or more
allelic sequence. Amino acids of g, and —g, can be observed jointly
at position 7; of a profile p. We then estimate P(CxID(p)) by repla-
cing, in (4), P(di(s)ICy) terms by the average within all alleles of the
conditional probabilities corresponding to each two cases (i(s) = gx
and ix(s) = —gp).

Current data on MhcSF is related to a limited number of proteins
and cannot be divided into a learning sample and a test sample of
sufficient size. We then use the leave-one-out procedure (Hand,
1986) to define these samples. When there are n observations,
the guiding principle is to learn on n — 1 observations, to test
the remaining observation, and to iterate this process n times.
The performance is evaluated by the average of the n test results.
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Fig. 2. Classifier accuracy as a function of the feature number and the leave-
one-out procedure. Best accuracy is obtained with 18 features.

Here we apply this procedure in three different ways to evaluate the
performance of the classifier when the prediction relates to a new
protein, a species not represented in the dataset, or a new receptor
type. Sequences of each 47 proteins, each 4 species and each 9 recep-
tor types constitute the test sample repeatedly. For example with
species leave-one-out, we predict human sequences with a classifier
built using rat, mouse and cow sequences, then mouse sequences
using a classifier built from human, rat and cow, etc., finally aver-
aging the test results to obtain classifier accuracy in predicting
sequences from a species not represented in the database.

In order to adjust the number f of features to be used by the
classifier, we iteratively build a classifier for each value of f ranging
from 1 to 40. For f = 1, the single feature taken into account is thus
the first of the list, i.e. that which presents best discrimination
accuracy regarding the y*-measure (2). By increasing the number
of features, an increase in performance is expected (evaluated
by leave-one-out, as described above), until reaching a plateau
corresponding to the optimal size f.

4 RESULTS

4.1 Classifier performance and number of features

The correct classification rates are shown in Figure 2 for all values
of f=1,2,...,40 and for the three leave-one-out procedures. The
lowest performance is obtained when all proteins of the same
receptor type constitute the test sample, regardless of the number of
features. This result was expected as this leave-one-out procedure
corresponds to the classification of test sequences having a percent-
age of identity with the learning sequences <40%. The best per-
formance, regardless of the leave-one-out procedure, is obtained by
a classifier made up of 18 features. Note that this number is inev-
itably approximate, due to the small amount of available proteins.
Such a classifier correctly classifies 70% of the sequences (33 pro-
teins among 47) belonging to a receptor type not represented within
the learning sample. Random prediction is about 50% when pre-
dictions are well balanced, i.e. when they satisfy class priors as is
the case here. Accuracy of 70% is therefore highly significant from a
statistical point of view. Moreover, 7 missclassified proteins
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Table 1. The 18 selected features

IMGT domain IMGT position Discriminant group Feature type

[D1] 8 CDPNT 3
11 LV 4
12 MILKR 3
21 w 3
25 DNEQKR 3
27 FYW 1
32 EVQH 1
35 EVQH 3
51 w 2
74 MILKR 4
86 NQ 2
88 CDPNT 4
[D2] 10 G 2
27 AG 1
32 DE 1
39 EVQH 4
83 DE 2
85 G 2

Features of types | and 2 are favourable to B2M binding, whereas features of types 3 and 4
are unfavourable; features of types 1 and 3 are located in potential B2M contact zone.

(among 14) belong to CD1 whose G-LIKE-DOMAINs bind phos-
pholipids (instead of peptides, see data section) and are much more
hydrophobic than those of other MhcSF proteins; missclassification
of these proteins was thus expected. Finally, the two other leave-
one-out procedures show very high accuracy of 94 and 98%, for test
sequences belonging to new species and new proteins, respectively.
These results compare favourably with those of the simple score-
based approach, which involves outputting the bound/unbound sta-
tus of the protein that is closest (using FASTA with Blosum62) from
the protein to be predicted. Using our three leave-one-out proced-
ures, we found accuracies of 48, 89 and 100%, for new receptor
type, species and protein, respectively. These results confirm our
phylogenetic analysis (see above) indicating that new receptor pre-
diction can hardly be done using protein neighbourhood, while the
two other prediction tasks are relatively easy.

Final (i.e. without re-sampling) learning of our Bayes classifier
is thus carried out for the 18 most discriminant features according
to the y*-measure (2). These features are displayed in Table 1. Note
that the same feature set is obtained using mutual information,
which is another standard association measure (Shannon, 1948).
We also evaluated the performance of two classifiers being built
with 9 and 5 features located within and outside of the potential zone
of B2M contact, respectively (this zone is defined hereafter). The
number of features of each of these classifiers was adjusted as above
described, starting from the initial multiple alignment but restricting
it to the potential contact sites or excluding these sites, respectively.
Each of these two classifiers proves to be as accurate as the classifier
built with the 18 feature set (which includes the nine and five
features of restricted classifiers). This experiment highlights a cer-
tain statistical redundancy of our 18 features. However, we shall see
in the next section that all of our 18 selected features can be bio-
logically and/or structurally interpreted and are thus useful for
understanding MhcSF/B2M interaction.

4.2 Structural analysis of selected features

In order to identify potential sites of B2M contact on MHC-I and
MHC-I-like heavy chains, we carried out an exhaustive contact
analysis for the 165 known 3D structures of complexes between
a MhcSF protein and B2M (see Supplementary Data 4 for details).
Based on this analysis, selected features can be classified in four
types, depending on whether they correspond or not to potential
sites of B2M contact, and whether they are favourable or not for
B2M binding. The latter distinction (favourable/unfavourable) res-
ults from an analysis of the diagonals of contingency Table 1 and
identifies class-conserved features. For a given feature (i, g;), a
contingency Table 1 with dominant ad diagonal (>bc) indicates that
an amino acid of group g, at position i; of a protein tends to be
favourable for its interaction with B2M. In the same way, dominant
bc diagonal indicates that an amino acid of g, at i; is unfavourable
for B2M interaction.

Structural interpretation of selected features must then be carried
out independently for each feature type. Nine features are favour-
able for the interaction with B2M, and are analysed using the 3D
structure of Rattus norvegicus FCGRT. Indeed, this protein (with
known structure) possesses an amino acid belonging to the con-
served group of class Cg, for each of the nine positions involved. In
the same way, nine features are unfavorable for the interaction with
B2M and are analysed using the 3D structure of Mus musculus
RAEIB (unbound to B2M and representative of C_g for the nine
positions). Figure 3 displays the structural context of the selected
features for these two 3D structures, while 3D coordinate files and
PyMOL scripts for dynamic visualization are available in the
Supplementary Data 5. Among the nine features which seem
favourable for the interaction with B2M, four correspond to a
position located in the potential zone of B2M contact. The same
holds for five features among the nine that are unfavourable for the
interaction with B2M.

Overall, features that are favourable for the interaction with
B2M and located in the potential zone of contact seem to
correspond to a side chain orientation or a physicochemical property
favourable for direct contact with B2M, such as a large and aromatic
residue F, W or Y at position [D1] 27 (W for Rattus norvegicus
FCGRT). The features favourable for the interaction with B2M and
located outside of the potential zone of contact seem to maintain a
structure suitable for B2M contact; e.g. residues [D1] 51, [D2] 83
and 85 could ensure closure of the groove (by bringing the two
helices closer) at one end. On the contrary, the unfavourable fea-
tures located in the potential zone of contact seem to prevent direct
contact by steric hindrance, such as residues N and K at position
[D1] 8 and 25 of Mus musculus RAE1B, respectively. Destabiliza-
tion of the conformation favourable for the interaction by
residues such as E, V, Q or H at position [D2] 39 should be analysed
in detail.

Definition of the features in terms of position and amino acid
group thus facilitates determination of the physicochemical
properties whose detection at a given position seems to be favour-
able or not for direct contact (for those located in the potential zone
of B2M contact), or for stabilizing or not the molecular structure
(for those located outside of this zone). The determination of these
4 types of features on heavy chains of MHC-I and MHC-I-like
proteins should thus be valuable for future site-directed mutagenesis
experiments.
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Fig. 3. Structural context of selected features for (A) Rattus norvegicus FCGRT and (B) Mus musculus RAE1B proteins. Each MHC-I-like heavy chain consists
of the [D1] (in the back) and [D2] (in the front) extracellular domains. B2M is complexed with FCGRT, but virtually placed for RAE1B (see Supplementary Data
5). The C-LIKE extracellular domain of FCGRT heavy chain is not shown. Each feature is labelled with the domain, position and amino acid observed in the 3D
structure; the corresponding side chains are represented by spheres. Features located in the potential B2M contact zone are shown in dark grey and the others are in

light grey. Coordinate files: (A) 3fru and (B) 1jfm.

4.3 Site-directed mutagenesis

Polymorphism analysis and site-directed mutagenesis on MHC-I
genes described in the literature relate mainly to the interaction
affinity of MHC-I proteins with proteins required for peptide pre-
sentation (Paquet and Williams, 2002). Among them, the two site-
directed mutagenesis on asparagine N (to aspartate D and glutamine
Q) at position [D1] 86 of HLA-A gene are the only ones described as
preventing the interaction between a MHC-I protein and B2M
(Barbosa et al., 1987; Santos-Aguado et al., 1987). This partly
supports the findings of our study as we found (Table 1) that position
[D1] 86 associated with amino acid group NQ (amide) is favourable
for the interaction with B2M. Our classifier highlights the import-
ance of this position for B2M binding, but partly fails to identify the
exact amino acid required as it suggests that mutation N>D could be
deleterious, while overlooking that N>Q is also deleterious. In fact,
all sequences in our dataset corresponding to B2M-bound proteins
possess an N at [D1] 86, except those of CD1 which possess a Q at
this position. Moreover, Q is totally absent at [D1] 86 in sequences
corresponding to B2M unbound proteins. This explains selection
(by our classifier) of the NQ group as being the most discriminant
one at this position. However, as said earlier, CD1 proteins are
atypical and much more hydrophobic than other MhcSF proteins.
Thus, careful analysis of our dataset and of selected features also
suggests that N>Q could be deleterious. We must keep in mind,
however, that our dataset is limited and that the 18 features selected
by our classifier only give statistical trends, which can be interpre-
ted at the structural level, but should be validated by site-directed
mutagenesis.

4.4 Prediction for lower vertebrate MHC-I sequences

We also classified 8 MHC-I proteins of lower vertebrates: Salmon
trutta (Satr-UBA, Q9GIJJ8 in UniProt/Swiss-Prot), Ambystoma
mexicanum (P79458), Oncorhynchus kisutch (Onki-UA, Q9GJB4)
and Oncorhynchus mykiss (Onmy-UAA, -UBA, -UCA, -UDA and
-UEA; Shiina et al., 2005). Although sequences of amphibian and
teleost MHC genes are known and their evolutionary origin well
studied (Sammut ef al., 1999; Hansen et al., 1999), few experi-
mental data relate to cellular expression and interaction or not
of their MHC-I protein with B2M (Antao ez al., 1999). We thus

analysed these 8 proteins by aligning them with IMGT multiple
alignment (see above), numbering their positions, and applying our
Bayes classifier. The prediction obtained in this way is the same for
the 8 MHC-I proteins, which could hardly be due to chance (~5%,
given class priors), and indicates that those proteins very likely bind
to B2M. This strongly suggests that they should be expressed on the
cellular surface by the same process as that of mammalian MHC-I
proteins.

5 DISCUSSION

This paper addresses the problem of predicting the interaction
between MhcSF proteins and B2M, by only using sequences and
multiple alignment. This problem is difficult, due to low sequence
similarity of MhcSF proteins, and constitutes a good feasibility
test of function and interaction prediction solely based on sequence
information. Our method combines a simple-Bayes classifier with
high-quality multiple alignment and unique numbering, as pro-
vided by the IMGT information system. Our results show that
this method is accurate, even when the sequence to be predicted
has low similarity with sequences in the learning set. Moreover,
the results of our method are interpretable as it identifies sites
associated with physicochemical properties that are well con-
served within one class and avoided in the other. In our interaction
problem, the conserved sites of both bound/unbound classes
belong to the potential contact zone, but also stabilize, or not,
the structure required for this contact. Finally, we show that the
predictions of our method are confirmed by site-directed muta-
genesis, and we illustrate its usefulness by analysing lower verteb-
rate MHC-I proteins which appear to be similar to mammalian
MHC-I proteins. This simple method should thus be readily
applicable to numerous other problems, when functions or inter-
actions are to be predicted, and when a learning set of classified
and aligned sequences is available. A direction for further research
would be to combine our supervised classification approach with
other methods, based on unsupervised classification and site
conservation (Lichtarge et al., 1996; del Sol Mesa et al., 2003),
using simple models of protein interaction (Gomez et al., 2003), or
combining both functional and structural attributes of interacting
protein sequence pairs (Huang et al., 2004).
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