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Préfae.Mon projet de thèse, démarré en otobre 2001, sous la diretion sienti�que de Marie-Paule Lefran, Professeur à l'Université Montpellier II et Membre Senior de l'InstitutUniversitaire de Frane, responsable ave le Professeur Gérard Lefran du laboratoired'Immunogénétique Moléulaire à l'Institut de Génétique Humaine (UPR CNRS 1142),et de Laurent Chihe, Direteur de Reherhe au Centre de Biohimie Struturale (UMRCNRS 5048), a pour but l'analyse struturale des réepteurs d'antigènes dans IMGT etleur modélisation moléulaire.A la suite des travaux de thèse de Manuel Ruiz, j'ai poursuivi le développementde la base de données de strutures, IMGT/3Dstruture-DB. Elle fait partie intégranted'IMGT, le système d'information international en ImMunoGénéTique spéialisé dansles immunoglobulines (IG), les réepteurs T (TR), le omplexe majeur d'histoompa-tibilité (MHC), et les protéines apparentées du système immunitaire (RPI, pour rela-ted proteins of the immune system ) de l'homme et des autres vertébrés (Chapitre 1).IMGT/3Dstruture-DB fournit une ressoure unique d'expertise de données struturalesd'IG, de TR, de MHC, et de RPI. Les IG, les TR, les MHC et les RPI sont des pro-téines qui ont été largement étudiées au niveau strutural. Néanmoins, en raison de laomplexité de leur polymorphisme et, pour les IG et les TR, de leur synthèse, une basede données de strutures tridimensionnelles spéialisée est néessaire, en partiulier pouridenti�er de manière experte les gènes et les allèles odant es protéines ou pour desanalyses statistiques poussées.Avant mon arrivée au laboratoire, la première version IMGT/3Dstruture-DB géraitles strutures 3D d'IG omplète ou de Fab d'IG. Elle proposait l'identi�ation des gèneset allèles et également la numérotation unique d'un type de domaine protéique. J'ai reprisle développement de IMGT/3Dstruture-DB et omplètement modi�é sa struture a�nde pouvoir gérer n'importe quel type de fragment de protéine et de domaine, que e soitpour les IG, les TR, les MHC ou les RPI (Chapitre 2). Dans la nouvelle organisationd'IMGT/3Dstruture-DB le onept de base est la position IMGT des aides aminés dansun domaine, e qui a notamment permis la aratérisation des interfaes moléulaires.Les données de référenes utilisées lors de l'annotation omprennent les noms des gènes etallèles de référenes, les séquenes orrespondantes et les termes de desription qui sontstokés dans des tables omplémentaires, e qui ontribue sensiblement à la rédution dela redondane des données. J'ai développé des programmes de gestion des entrées de labase de données, qui traitent automatiquement les nouvelles strutures 3D, et une in-terfae d'annotation semi-manuelle, qui autorise le paramétrage de haune des étapes.i



Finalement j'ai amélioré l'interfae donnant aès aux informations de la base de don-nées. Elle permet dorénavant la reherhe des strutures suivant de nombreux ritères etl'a�hage sous forme d'un tableau synthétique des données séletionnées. Cette nouvelleinterfae donne également aès aux outils de visualisation, d'analyse de ontats, ainsiqu'aux �hiers de oordonnées renumérotés selon la numérotation unique IMGT.La standardisation des données struturales d'IMGT/3Dstruture-DB m'a permis demettre en plae une analyse automatique des strutures des réepteurs d'antigènes qui re-pose sur un grand nombre d'entrées (Chapitre 3). Le nombre de strutures des réepteursd'antigènes et de leurs omplexes est reensé. Les strutures des domaines protéiques, quionstituent les réepteurs d'antigènes, sont aratérisées par (1) leur variation de ompo-sition en aides aminés, (2) leur variation de topologie, (3) la mesure de ertains anglesaratéristiques, (4) leur variation de onformation et (5) la onservation des ontatsentre leurs résidus. Les arrangements des domaines dans les réepteurs sont omparés.Les di�érentes interfaes moléulaires entre les réepteurs et les antigènes � antigène/IG,peptide/MHC et TR/peptide/MHC � sont analysées. Chaque interfae a été le sujet d'uneétude de variabilité onformationnelle du omplexe ou d'un élément du omplexe lors dela liaison à l'antigène, et d'une analyse des ontats entre positions IMGT. Ces donnéessont partiulièrement utiles à la aratérisation des omportements struturaux moyensdes IG, TR et MHC.Par ailleurs, j'ai ensuite mis en plae plusieurs protooles qui permettent notammentl'isolement des haînes, des domaines et des omplexes ave un antigène, la réation degraphiques de population et la superposition des di�érentes informations sur une repré-sentation en deux dimensions des domaines protéiques. Ces protooles pourront être fai-lement étendus pour gérer de nouvelles analyses qui seront automatiquement mises à jouren même temps que IMGT/3Dstruture-DB.La dernière partie de ma thèse onerne la modélisation moléulaire de omplexespeptide/MHC et de omplexes TR/peptide/MHC (Chapitre 4). Les phénomènes immu-nologiques impliquent des groupes de omplexes peptide/MHC et TR/peptide/MHC dontla population est importante. Pourtant auune méthode atuelle ne permet de simuler lesstrutures d'un nombre aussi important de omplexes. J'ai développé des tehniques demodélisation qui s'insrivent dans e ontexte et permettent de modéliser rapidement leshaînes latérales et la onformation des boules protéiques. Mon algorithme de préditiondes haînes latérales, SCHISMo, utilise une hiérarhie de représentations simpli�ées etdes heuristiques simples. Il a été appliqué à la modélisation des peptides dans les om-plexes peptide/MHC-II. Ses performanes se omparent favorablement aux algorithmesouramment employés, et les objetifs de rapidité et de préision sont atteints. L'algo-rithme de modélisation de onformations de boules, LLIPA, utilise une bibliothèque deonformations de fragments de haîne prinipale (dipeptides). Cet algorithme a pour butla génération d'un ensemble de onformations de boules prohes de la onformation na-tive, tout en onservant la population de et ensemble su�samment réduite. Pour elala bibliothèque de onformations de haîne prinipale a été lassée suivant la représenta-tivité des onformations dans des strutures expérimentales, et la méthode de reherhede onformations de boules fait usage de e lassement des onformations. LLIPA a étéii



appliquée ave suès à la modélisation des peptides dans les omplexes peptide/MHC-Iet à la modélisation des boules de TR dans les omplexes TR/peptide/MHC.
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Introdution.La desription de mes travaux de thèse néessite la onnaissane de quelques élé-ments d'immunologie qui vont être développés suintement. Le système immunitaired'un organisme est un ensemble de méanismes himiques et ellulaires ayant pour but ladestrution et l'élimination des organismes envahisseurs et de toutes moléules étrangèresà l'h�te (invasion batérienne, fongique, virale, ou tumorale). Des ellules et des moléulesspéialisées sont impliquées dans la distintion du soi et du non soi. Chez les espèes ver-tébrés à mâhoires (Gnathostomes), les ellules B et T, enore appelées lymphoytes B etT, font partie des ellules du système immunitaire.R�le des lymphoytes B et TLes lymphoytes B, qui se développent hez l'homme dans la moelle osseuse (B pourbone), produisent des immunoglobulines (notées IG et enore appelées antiorps) [1℄. Cesglyoprotéines se lient aux moléules organiques ou minérales étrangères à l'organisme,appelées antigène (en anglais antigen pour antibody generator). La liaison des antiorpspermet le marquage des virus, des toxines batériennes, et des ellules étrangères a�nqu'ils soient détruits (par des ellules phagoytaires ou les moléules du omplément).Les immunoglobulines peuvent se trouver soit sous une forme irulante (dans un étatde multimères) soit sous forme de protéines membranaires à la surfae des lymphoytesB. Les lymphoytes T, qui se développent hez l'homme dans le thymus, sont de deuxtypes. Ceux du premier type expriment le oréepteur CD4. La plupart d'entre eux sontdes lymphoytes T auxiliaires qui aident à la di�éreniation des lymphoytes B. Ceuxappartenant au seond type expriment le oréepteur CD8 et sont pour la plupart yto-toxiques. Ils identi�ent et détruisent les ellules du soi infetées par un virus et les ellulestumorales. A la surfae de la plupart des ellules de l'organisme, le omplexe majeurd'histoompatibilité (MHC) expose des peptides issus de la dégradation des protéines. Lesréepteurs T (TR), présents à la surfae des lymphoytes T, se lient au omplexe pep-tide/MHC (pMHC) [2℄. Le TR fait partie du omplexe du réepteur T (TR), un omplexede surfae transmembranaire à plusieurs sous-unités omprenant également des haînesCD3, un oréepteur CD4 ou CD8, un ostimulateur CD28 ou CTLA-4, et une haîneCD2 [2℄. Une liaison entre les TR et les pMHC peut ativer la ellule T grâe à des in-terations ave les CD3 et d'autres omposant du TR. La ellule T ativée serète desperforines, des protéines perforant les membranes, qui vont détruire la ellule possédantle pMHC. Il existe deux lasses de MHC, le MHC de lasse I (MHC-I) et le MHC de lasse5



II (MHC-II), qui se lient à des peptides ayant des origines di�érentes. Les MHC-I lient despeptides endogènes ; la liaison au peptide intervient dans le rétiulum endoplasmique etle MHC-I est transporté à travers l'appareil de Golgi jusqu'à la membrane plasmique [3℄.Les MHC-I peuvent également se lier ave des moléules de nature non protéique, ommeun hème [4℄. Les MHC-II se lient à des peptides exogènes ; la liaison intervient dans desompartiments endosomiques après la dégradation des protéines.Reonnaissane du soi et développement des lymphoytes B et TLe système immunitaire doit pouvoir faire la distintion entre les moléules du soiet du non soi. Ce partage est e�etué par la séletion lonale négative qui élimine leslymphoytes B et T qui réagissent vis-à-vis des moléules et ellules de l'h�te. La séletionlonale négative des lymphoytes B intervient dans la moelle des os. Les lymphoytes Tdoivent de plus reonnaître les MHC du soi tout en étant apable de déteter les peptidesexogènes. Dans le thymus, les lymphoytes T immatures sont en ontat ave les ellulesexprimant les MHC-I et les MHC-II omplexés ave des peptides endogènes. Deux typesde séletion lonale interviennent, une séletion négative si la liaison est trop forte, equi ontribue à empêher les phénomènes d'auto-immunité, et une séletion positive si laliaison est plus faible, e qui assure la reonnaissane des MHC du soi.Diversité génétique des IG, des TR et des MHC.L'énorme diversité des moléules exogènes néessite une grande diversité des réepteursd'antigènes. Le nombre de ellules impliquées dans le système immunitaire est onsidé-rable, et hez l'homme la quantité en masse de lymphoytes est omparable à elle desellules érébrales. Pour iter une autre statistique frappante, hez l'homme, les IG repré-sentent 20% en poids des protéines du plasma.Des études biohimiques montrent que les IG sont onstituées de deux haînes lourdesidentiques et de deux haînes légères identiques. Chez l'homme et les autres mammi-fères, il existe deux types de haînes légères (lambda et kappa) et inq types de haînelourde (alpha, delta, epsilon, gamma, mu). La séquene des haînes lourdes est notam-ment omposée de quatre régions, notées V-REGION (variable), D-REGION (diversité),J-REGION (jontion) et C-REGION (onstant). Chaque région est odée par un gèneappartenant à une famille multigénique. Lors de la maturation des ellules B, le réarran-gement ombinatoire entre les gènes V et J pour les haînes légères et V, D et J pour leshaînes lourdes représente une première soure de diversité. Au niveau des jontions entreles gènes V et J d'une part et, V et D-J d'autre part, une diversité très importante estréée par le méanisme de N-diversité aratérisé par des délétions et des additions aléa-toires de nuléotides [1℄. Finalement l'apparition de mutations hypersomatiques dans laséquene nuléotidique des IG est une soure additionnelle de diversité. De façon similaire,les séquenes nuléotidiques des haînes légères se omposent de V-REGION, J-REGIONet C-REGION (pas de D-REGION). Chaque région est odée respetivement par un gèneV, J et C, et les gènes V et J sont soumis aux mêmes méanismes de diversité ombina-toire de réarrangement, de diversité de jontion (mais à un degré nettement moindre que6



les haînes lourdes) et de mutations hypersomatiques.Chaque TR est un hétérodimère formé soit d'une haîne de type alpha (TR-ALPHA) etd'une haîne de type bêta (TR-BETA), soit d'une haîne de type gamma (TRG) et d'unehaîne de type delta (TRD). Les haînes bêta et delta sont omposées de V-REGION,D-REGION, J-REGION et C-REGION, omme les haînes lourdes des IG. Les haînesalpha et gamma sont omposées des V-REGION, J-REGION et C-REGION, omme leshaînes légères des IG. De façon similaire aux IG, haune de es régions est odée parun gène appartenant à une famille multigénique et le réarrangement ombinatoire V-J ouV-D-J lors de la maturation des lymphoytes T est responsable de la diversité génétiquedes séquenes nuléotidiques. Les méanismes de N-diversité des jontions V-J et V-DJsont soures de diversité mais les séquenes de TR ne sont pas soumises à des mutationshypersomatiques.Les MHC-I sont onstitués d'une haîne lourde, noté alpha (I-ALPHA), siège de ladiversité génétique, et d'une haîne légère, notée bêta-2-miroglobuline (B2M), qui estremarquablement bien onservée même entre espèes. Les MHC-II sont onstitués dedeux haînes, alpha (II-ALPHA) et bêta (II-BETA), qui sont de taille équivalente. Leshaînes alpha de MHC-I et haque haîne de MHC-II sont haune odées par un seul gèneappartenant à une famille multigénique. La diversité des MHC au sein d'un organisme estbien moindre que pour les IG et les TR mais il existe une très grande diversité au sein d'uneespèe [5℄. Cei est onforme au r�le du MHC puisqu'il sert de marqueur de l'uniité dusoi. La desription des événements génétiques à l'origine des séquenes nuléotidiques etprotéiques des IG, des TR et des MHC est omplexe. L'ensemble des données de séquenesmais aussi d'interations, de spéi�ités et la desription de la struture tridimensionnellede es moléules néessite un voabulaire uni�é. Une desription standardisée permet laomparaison et l'organisation des données, et ainsi la ompréhension des méanismes dontils sont l'objet1.

1�Toute la méthode onsiste dans l'ordre et l'arrangement des objets sur lesquels il faut faire porterla pénétration de l'intelligene pour déouvrir quelque vérité.� Desartes � Règles pour la diretion del'esprit, règle V 7



Chapitre 1Standardisation des donnéesstruturales dans IMGT.
Sommaire1.1 Les onepts d'IMGT-ONTOLOGY. . . . . . . . . . . . . . . . 81.2 Struture tridimensionnelle des immunoglobulines. . . . . . . 91.3 Struture tridimensionnelle des réepteurs T. . . . . . . . . . 121.4 Struture tridimensionnelle des MHC. . . . . . . . . . . . . . . 131.5 Strutures 3D et Colliers de Perles IMGT des V-DOMAIN,C-DOMAIN et G-DOMAIN. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 151.5.1 V-DOMAIN . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 151.5.2 C-DOMAIN . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 151.5.3 G-DOMAIN . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 181.1 Les onepts d'IMGT-ONTOLOGY.Depuis 1989, IMGT, the international ImMunoGeneTis information system1 R© [6℄[7℄, http ://imgt.ines.fr, spéialisé en ImMunoGénéTiques, rassemble et standardise lesdonnées génétiques et struturales sur les IG, les TR, les MHC et les protéines apparentésdu système immunitaire, les RPI (RPI pour Related Proteins of the Immune system). Lesannotations IMGT sont dérites selon les règles de la harte sienti�que IMGT, qui estbasée sur IMGT-ONTOLOGY [8℄. La standardisation IMGT uni�e la desription des IG,des TR et des MHC au niveau génétique et strutural. Elle permet une omparaison diretede es protéines hautement polymorphes et de leurs omplexes, quelque soit le réepteur,le type de haîne et l'espèe. La harte sienti�que d'IMGT fournit le voabulaire ontr�léainsi que les onepts et règles d'annotation permettant l'identi�ation, la desription, lalassi�ation et la numérotation des IG, TR et MHC. Les mots de e voabulaire sontérits en majusule.1Un système d'information est un ensemble de bases de données, d'outils et de ressoures internet.8



Le onept d'IDENTIFICATION fournit les mots lés standardisés IMGT indispensablespour l'identi�ation des séquenes.Le onept de DESCRIPTION fournit les desripteurs standardisés IMGT pour la des-ription des sous-régions struturales et fontionnelles qui omposent les séqueneset les strutures des IG, des TR et des MHC. Les desripteurs standardisés araté-risent également les assemblages tridimensionnelles de domaines et de haînes. Ainsiune immunoglobuline formée de deux haînes kappas et de deux haînes lourdes,dont les gènes C sont de type mu, est notée IG-MU_KAPPA.Le onept de CLASSIFICATION fournit à l'immunologiste et au génétiien, une no-menlature standardisée pour haque lous et haque espèe. L'ontologie IMGTnomme les gènes et allèles et fournit très simplement leur lassi�ation dans la hié-rarhie des groupes et sous-groupes de gènes. Ainsi l'allèle IGHV1-2*02 humain, estun gène IGHV1-2 appartenant au sous-groupe IGHV1, qui appartient au groupeIGHV (ensemble des V-GENE du lous de haîne lourde IGH). En 1999, la nomen-lature IMGT des gènes humaines des IG et des TR a été agréée par le omité denomenlature de HUGO (HUman Genome Organisation).Le onept de NUMEROTATION fournit la numérotation unique IMGT des séquenesdes IG et TR, des MHC et des RPI. Les numérotations uniques IMGT sont extrê-mement utiles pour la omparaison des séquenes et des strutures.Le onept d'OBTENTION fournit les termes permettant de préiser l'origine des sé-quenes d'IG, de TR et de MHC ainsi que les onditions dans lesquelles es séquenesont été obtenues.Le onept d'ORIENTATION omprend le onept d'orientation génomique et le oneptd'orientation des brins d'ADN.Les voabulaire standardisé IMGT va être dé�ni et utilisé pour dérire les strutures3D des IG, des TR et des MHC.1.2 Struture tridimensionnelle des immunoglobulines.La première struture 3D d'une IG a été déterminée en 1975 par ristallographie pardi�ration des rayons X. Des études ultérieures ont révélé la omposition en domainesdes haînes lourdes et légères. Les domaines formés par le repliement des haînes d'IGsont très similaires et se lassent en deux atégories, les domaines variables (V-DOMAIN)et les domaines onstants (C-DOMAIN). Chaque haîne légère d'IG est omposée d'unV-DOMAIN et d'un C-DOMAIN (Figure 1.1). Chaque haîne lourde est omposée d'unV-DOMAIN et de trois à quatre C-DOMAINs, suivant le type de haîne lourde. LesV-DOMAINs orrespondent à la V-D-J-REGION pour les haînes lourdes, et pour leshaînes légères à la V-J-REGION. La C-REGION de haque haîne se replie en plusieursC-DOMAINs. La haîne lourde possède une région harnière �exible qui divise la mo-léule d'immunoglobuline en trois éléments plus rigides : deux fragments de liaison del'antiorps (Fab, pour fragment antigen binding) et un fragment dit onstant (F). Le9



Figure 1.1: Struture 3D d'une IG, et Colliers de Perles IMGT de V-DOMAIN et C-DOMAIN.(A) Vue de fae d'une IG-GAMMA-2A_KAPPA de souris (1igt) ave identi�ation des domaines(desription IMGT du domaine suivie de son numéro le long de la haîne protéique, de D1 à D4).(B) Collier de Perles IMGT du VH (V-DOMAIN) de la haîne lourde gamma 2A de souris(H-GAMMA-2A) (1igt_B). (C) Collier de Perles IMGT du CH1 (C-DOMAIN) de la haîneH-GAMMA-2A (1igt_B). Dans les représentations Colliers de Perles, les aides aminés sontindiqués par leur abréviation à une lettre. Les aides aminés hydrophobes et le tryptophanetrouvés à une position dans plus de 50% des séquenes d'IG et de TR analysés sont olorés enbleu. Toutes les prolines sont présentés en jaune. Pour le V-DOMAIN (A), les CDR-IMGT sontdélimités par des aides aminés représentés par des arrés. Les erles hahurés orrespondent auxpositions manquantes de ette séquene dans la numéritation unique IMGT des V-DOMAINset C-DOMAINs. Le CDR1-IMGT est en rouge, le CDR2-IMGT est en jaune et le CDR3-IMGTest en violet. Les �èhes indiquent les diretions des feuillets bêta et leur désignation dans lesstrutures 3D. 10



Fab est onstitué du V-DOMAIN et du premier C-DOMAIN d'une haîne lourde et d'unehaîne légère. Le F est onstitué de quatre ou six C-DOMAINs C-terminaux apparte-nant aux deux haînes lourdes. La mise en ommun du V-DOMAIN d'une haîne lourdeet d'une haîne légère appariés dans la struture (fragment variable Fv) onstitue le sitede liaison de l'antiorps. Le deuxième C-DOMAIN de haque haîne lourde gamma estglyosylé 2.Le domaine d'IG est une struture de type sandwih bêta, onstituée de deux feuilletsbêtas antiparallèles reliés par au moins un pont disulfure [9℄. Les feuillets des V-DOMAINspossèdent respetivement 4 brins et 5 brins. Les V-DOMAINs possèdent trois boules quiassurent la liaison ave un antigène. Ces boules ou CDR (Complementarity DeterminingRegion) sont les régions les plus variables en séquene des V-DOMAINs et sont égalementappelées boules hypervariables. La boule CDR3 ontient la jontion entre les régionsV, (D) et J, si bien qu'elle possède une variabilité de séquene supérieure aux CDR1 etCDR2. Les régions de la séquene des V-DOMAIN and dehors des CDR sont appelés FR(Framework Region). Les feuillets des C-DOMAINs possèdent respetivement 3 et 4 brins.Le domaine de type immunoglobuline est très ommunément représenté dans la na-ture. Dans les protéines autres que les IG et les TR, es domaines sont nommés V-LIKE-DOMAIN ou C-LIKE-DOMAIN, suivant leur similarité ave les V-DOMAINs etC-DOMAINs respetivement. Les IG, les TR et les protéines possédant au moins unV-LIKE-DOMAIN ou un C-LIKE-DOMAIN onstituent la superfamille des immunoglo-bulines (IgSF).La numérotation unique IMGT est appliable à tous les domaines de type IG des pro-téines IgSF [10℄ [11℄ (Publiation 1). Elle permet d'uni�er la desription de la topologiede es domaines et elle est utilisée pour la représentation Collier de Perles IMGT [12℄. Celle-i est une représentation à deux dimensions dérivant les boules de reonnais-sanes des V-DOMAINs (CDR1-IMGT, CDR2-IMGT et CDR3-IMGT), la ompositiondes brins et des feuillets bêta, et les positions hydrophobes onservées. Les aratéristiquesonservées des domaines de type V ou C (V-DOMAIN, V-LIKE-DOMAIN, C-DOMAINou C-LIKE-DOMAIN) sont les ystéines 23 et 104 qui forment un pont disulfure, et lesautres positions hydrophobes du oeur du domaine, le tryptophane 41 et la position 89. LeV-DOMAIN est onstitué de deux feuillets omprenant les brins A, B, E et D, et les brinsC, C', C", F et G. Le C-DOMAIN est onstitué de deux feuillets omprenant les brins A,B, (D) et E, et les brins C, (D), F et G. L'appartenane du brin D à l'un ou l'autre desfeuillets est variable suivant la protéine. Le C-DOMAIN possède un brin CD, non présentdans les V-DOMAINs, qui relie les brins C et D. Ave la numérotation unique IMGT, lesrégions de séquenes suivantes dérivent tous les V-DOMAINs et V-LIKE-DOMAINs :le brin A (positions 1 à 15), le brin B (positions 16 à 26), la boule CDR1-IMGT desV-DOMAINs (positions 27 à 38), le brin C (positions 39 à 46), le brin C' (positions 47à 55), la boule CDR2-IMGT des V-DOMAINs (positions 56 à 65), le brin C" (positions66 à 74), le brin D (positions 75 à 84), le brin E (positions 85 à 94), le brin F (positions2La fontion exate des glyosylations est di�ile à établir. Elles ont des r�les putatifs dans le replie-ment et dans le transport des protéines, elles empêhent les interations non spéi�ques et permettentd'éloigner les moléules de la membrane. 11



100 à 104), la boule CDR3-IMGT des V-DOMAINs (positions 105 à 117) et le brin G(positions 118 à 128).Les C-DOMAINs et C-LIKE-DOMAINs n'ont pas pas de brins C' et C" mais pos-sèdent un brin transversal CD et quatorze positions d'insertions ont été ajoutées pourtenir ompte de longueur plus importante des brins D et E que dans les V-DOMAINset V-LIKE-DOMAINs. La gestion de la numérotation des positions dans les boules etles insertions, où les alignements struturaux ne sont plus signi�atifs, est soumis à unensemble de règles [10℄ [11℄.1.3 Struture tridimensionnelle des réepteurs T.Le premier aperçu d'une struture tridimensionnelle de TR a été rapporté en 1994par Bentley et al. [13℄ qui ont résolu la struture par di�ration des rayons X d'unehaîne omplète de TRB (ode 1be). En 1995, Fields et al [14℄ ont ristallographié lastruture d'un FV-ALPHA_BETA3 (ode 1jk). Finalement la struture omplète d'unTR-ALPHA_BETA a été résolue en 1996 par Garia et al [15℄ (ode 1tr). Les strutures3D révèlent que haque haîne de TR est omposée d'un V-DOMAIN, d'un C-DOMAIN3Termes dérivant un réepteur onstitué de deux V-DOMAINs, un V-ALPHA et un V-BETA.

Figure 1.2: Struture 3D d'un réepteur T (TR) (1fyt). V-ALPHA et V-BETA sont des V-DOMAINs, et C-ALPHA et C-BETA-1 sont des C-DOMAINs. Les régions transmembranaireset intraytoplasmiques ne sont pas représentés dans les strutures 3D. La haîne TR-ALPHAutilise les allèles suivants : TRAV8-4*05 (V-REGION) et TRAJ48*01 (J-REGION) assoié àTRAC*01 (C-REGION). La haîne TR-BETA-1 utilise les allèles suivants : TRBV28*01 (V-REGION) et TRBJ1-2*01 (J-REGION) assoié à TRBC1*01 ou TRBC1*02 (C-REGION).12



et d'une partie transmembranaire (Figure 1.2). La partie extraellulaire du TR ressembledon à un Fab d'IG. Les V-DOMAINs orrespondent à la V-J-REGION pour les TRAet TRG, et à la V-D-J-REGION pour les TRB et TRD. La mise en ommun des CDR-IMGT des V-DOMAINs des deux haînes partenaires (TR-ALPHA et TR-BETA d'unepart, TR-GAMMA et TR-DELTA de l'autre) onstituent le site de liaison du pMHC. Lanumérotation unique IMGT s'applique aux domaines du TR et elle permet leur ompa-raison aux domaines d'IG et leur représentation sous forme de Colliers de Perles IMGT.1.4 Struture tridimensionnelle des MHC.La première struture de MHC-I a été résolue en 1985 [16℄. La première struture deMHC-II date de 1993 [17℄ et sa détermination fut un travail épique ayant requis l'utili-sation onomitante de plusieurs tehniques ristallographiques. Les MHC-I sont ompo-sés d'une haîne lourde possédant deux G-DOMAINs (groove domains), d'un C-LIKE-DOMAIN, d'une partie transmembranaire et d'une très ourte région ytoplasmique. Lahaîne légère de MHC-I est appelée bêta-2-miroglobuline (B2M) et possède un uniqueC-LIKE-DOMAIN.Les MHC-II sont omposés d'une haîne alpha et d'une haîne bêta. Chaque haîne seompose d'un G-DOMAIN, d'un C-LIKE-DOMAIN, d'une partie transmembranaire etd'une très ourte régions ytoplasmique.De manière intéressante, les strutures 3D des MHC-I et des MHC-II révèlent unearhiteture globalement similaire, au total deux G-DOMAINs et deux C-DOMAINs,mais les domaines sont répartis di�éremment entre les haînes. Chaque G-DOMAIN estomposé d'un feuillet bêta antiparallèle de quatre brins et d'une région alpha qui se diviseen deux hélies alpha. Les deux G-DOMAINs d'un MHC, qu'ils appartiennent à une mêmehaîne (domaines G-ALPHA1 et G-ALPHA2 de la haîne I-ALPHA) ou non (domaine G-ALPHA de la haîne II-ALPHA et domaine G-BETA de la haîne II-BETA), s'assemblentpour former un unique feuillet bêta sur lequel repose les deux hélies alpha arrangéessymétriquement. Les hélies forment un angle de 40�ave les brins du feuillet bêta. Lesdeux C-DOMAINs se positionnent sous le feuillet bêta. Le site de liaison du peptide àla forme d'un sillon. Il est onstitué par le feuillet bêta (fond du sillon) et le �an deshélies alpha (parois du sillon). Les analyses de polymorphisme montrent que les positionsles plus variables se retrouvent dans e site de liaison au peptide [4℄. Une numérotationunique IMGT des G-DOMAINs et G-LIKE-DOMAINs a été déterminée [18℄ (Publiation2) de manière très similaire à la numérotation unique IMGT des domaines IgSF [10℄. Pourhaque feuillet des G-DOMAINs, le brin A est dé�ni des positions 1 à 14, le brin B despositions 18 à 28, le brin C des positions 31 à 38 et le brin D des positions 42 à 47. Parrapport au anevas ommun de la numérotation des positions de tous les G-DOMAINs etG-LIKE-DOMAINs, les domaines G-ALPHA1 et G-ALPHA possèdent une insertion enposition 7, et les domaines G-ALPHA2 et G-BETA possèdent une insertion en position61 ainsi qu'en position 72. Un pont disulfure interne aux G-ALPHA2 et aux G-BETA estétabli entre les ystéines aux positions 74 et 11. Les domaines G-ALPHA1 et G-ALPHApossèdent un site de glyosylation à la position 88. La position 15 des domaines G-BETA13



Figure 1.3: Strutures 3D d'un MHC-I et d'un MHC-II, et Collier de Perles IMGT de G-DOMAIN. (A) Vue de fae du MHC-I (1oga) et du MHC-II (1uvq). (B) Vue latérale du MHC-I(1oga) et du MHC-II (1uvq). (C) Collier de Perles IMGT du G-DOMAIN de MHC-I (1oga) et duMHC-II (1uvq). Dans les représentations Colliers de Perles, les aides aminés sont indiqués parleur abréviation à une lettre. Les erles hahurés orrespondent aux positions manquantes deette séquene dans la numéritation unique IMGT des G-DOMAINs. Les brins bêta A, B, C etD de haque domaine sont représentés par des rangés de perles et les hélies alpha apparaissenten haut et en bas de la représentation. 14



est également un site de glyosylation onservé. Les C-LIKE-DOMAINs sont membresdes IgSF, et la numérotation unique IMGT des C-DOMAINs leur est appliable.1.5 Strutures 3D et Colliers de Perles IMGT des V-DOMAIN, C-DOMAIN et G-DOMAIN.A�n de pouvoir mieux appréhender l'analyse des V-DOMAINs, C-DOMAINs et G-DOMAINs, il est néessaire d'avoir un aperçu de la struture tridimensionnelle de haquetype de domaine. La omparaison ave leur Collier de Perles IMGT respetif permet de serendre ompte des détails struturaux qui ne peuvent être visualisés dans la représentationsimpli�ée des Collier de Perles IMGT.1.5.1 V-DOMAINLes aratéristiques du Collier de Perles IMGT de V-DOMAIN ont été dérites dans lasetion 1.2 page 9. L'examen de la struture du V-DOMAIN de la haîne 12e8_H (Figure1.4), montre que le 'brin' A est onstitué de deux brins, notés A1 (positions 2 à 7) et A2(positions 8 à 12), qui ne font pas partie du même feuillet. Le brin A2 n'est pas dans lefeuillet indiqué sur le Collier de Perles. Les brins B, D et E font partie du feuillet externeet leur appariement4 est bien représenté par le Collier de Perles. La struture du feuilletinterne omporte une torsion importante. Seules trois positions du brin C", positions 66,67 et 68, adoptent une onformation de type brin. Ce brin s'apparie ave le haut du brinC'(positions 53, 54 et 55). Le bas du brin C" (positions 69, 70, 71, 72 et 73) n'adopte pasune struture seondaire de type brin. Le bas du brin C' est apparié ave le brin C. Lesbrins C, F et G sont appariés omme représenté dans le Collier de Perles.1.5.2 C-DOMAINLes aratéristiques du Collier de Perles IMGT de C-DOMAIN ont été dérites dansla setion 1.2 page 9. L'examen du C-DOMAIN de la haîne 12e8_H (Figure 1.5), montreque les feuillets externes et internes ont une omposition inversée par rapport aux V-DOMAIN. Contrairement au V-DOMAIN, les brins A1 et A2 sont simultanément dansle feuillet interne, omme il est indiqué sur le Collier de Perles. Les brins B, D et E fontpartie du feuillet interne et leur appariement est bien représenté par le Collier de Perles.La struture du feuillet externe est très plane. Seules trois positions du brin C, positions39, 40, et 41, adoptent une onformation de type brin. Ce brin s'apparie ave le haut dubrin F (positions 104,105 et 106). Le bas du brin C (positions 42, 43, 44 et 45) n'adoptepas une struture seondaire de type brin mais forme un tour d'hélie alpha. Le brintransversal CD (positions 45A à 45C) n'adopte pas une onformation brin. Les brins F etG sont appariés omme représentés dans le Collier de Perles.4Le terme appariement doit être pris dans le sens d'éhanges de liaisons hydrogène entre atomes de lahaîne prinipale. 15



Figure 1.4: Comparaison de loalisation des positions dans les strutures du domaine VH (A,B)et de leur Collier de Perles IMGT (C). (A) Feuillet externe du V-DOMAIN (les brins ABED enjaunes sont situés à l'arrière plan) (B) Feuillet interne du V-DOMAIN (les brins GFCC'C" sontsitués à l'avant plan en ontats ave l'autre domaine V). L'exemple est 12E8_H dont la séquenedu V-DOMAIN orrespond aux allèles murins IGHV14S3*01 (V-REGION) et IGHJ3*01 (J-REGION). 16



Figure 1.5: Comparaison de loalisation des positions dans les strutures du domaine CH1 (A,B)et de leur Collier de Perles IMGT (C). (A) Feuillet interne du C-DOMAIN (les brins ABEDen jaunes sont situés à l'arrière plan) (B) Feuillet externe du C-DOMAIN (les brins GFC sontsitués à l'avant plan). L'exemple est 12e8_H dont la séquene du C-DOMAIN CH1 orrespondà l'allèle murins IGHG1*02. 17



1.5.3 G-DOMAINLes aratéristiques du Collier de Perles de G-DOMAIN ont été dérites dans la setion1.4 page 13. L'examen des deux G-DOMAINs de la haîne 1oga_A (Figure 1.6) montreune bonne orrespondane entre le Collier de Perles et la struture 3D pour les brins A,B et C, et les boules qui les relient. Le brin D n'adopte pas une onformation de brin.La partie en hélie du domaine G-ALPHA1 se ompose d'un segment omportant untour d'hélie et une partie sans struture seondaire lairement identi�able des positions51 à 56, et d'un segment onstitué d'une longue hélie alpha des positions 56 à 85. Lespositions 86 à 90 font le lien ave le domaine G-ALPHA2. La partie en hélie du domaineG-ALPHA2 se ompose de deux segments repliés en hélie alpha, l'un de 51 à 61 et l'autrede 63 à 85. Les positions 61A et 62 de G-ALPHA2 relient les deux hélies alpha et sontles positions les plus 'élevées' par rapport au planher.
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Figure 1.6: Comparaison de loalisation des positions dans les strutures des domaines G-ALPHA1 et G-ALPHA2 (A,B) et de leur Collier de Perles IMGT (C). L'exemple 1ogt _Adont les séquenes de G-DOMAINs orrespondent à l'allèle humain HLA-A*0201.19



Chapitre 2IMGT/3Dstruture-DB.Les intérêts roisés de la reherhe dans le domaine de la santé, de la reherhe fon-damentale en immunologie et d'appliations tehnologiques des IG (atalyseur, et...) ontonduit à la détermination expérimentale d'un grand nombre de strutures 3D d'IG, deTR et de MHC. Une liste des strutures 3D d'IG a été réalisées en 2000 [19℄ (SACS,http ://www.bioinf.org.uk/abs/) mais elle ne propose pas la détetion des gènes et allèlesorrespondant. La base de données AAAAA a été réalisée en 2001 par A Honneger [20℄(http ://www.biohem.uniz.h/antibody/). Elle fournit une numérotation unique des do-maines variables très similaire à elle d'IMGT, mais elle ne donne pas non plus l'identi�a-tion des gènes et allèles. La base de données IMGT/3Dstruture-DB [21℄ a été onçue pourfournir à la fois des données génétiques et des analyses standardisées des strutures 3D desIG. Elle analyse également les strutures 3D des TR, des MHC, et des RPI. IMGT/3D-struture-DB est la base de données d'IMGT spéialisée dans les strutures 3D d'IG, deTR, de MHC et de RPI. IMGT/3Dstruture-DB fournit (1) l'identi�ation des gènes etallèles de es protéines, (2) l'identi�ation des haînes de haque moléule, (3) la délimita-tion et la desription des V-DOMAINs, C-DOMAINs, G-DOMAINs, V-LIKE-DOMAINs,C-LIKE-DOMAINs et G-LIKE-DOMAINs, (4) la numérotation des positions des aidesaminés dans la numérotation unique IMGT, (5) les représentations en Collier de PerlesIMGT des domaines identi�és, (6) les �hiers de oordonnées atomiques renumérotés,(7) les ontats entre résidus1 et entre domaines. Les données fournies par IMGT/3D-struture-DB sont onformes aux onepts d'IDENTIFICATION, de DESCRIPTION etde NUMEROTATION d'IMGT-ONTOLOGY. IMGT/3Dstruture-DB est aessible enligne à l'adresse http ://imgt.ines.fr.1La notion de résidu est ii prise dans le sens très large d'un regroupement d'atomes liées de façonovalente, e qui est également onvenu dans les �hiers de oordonnées de type PDB. Les résidus sontles monomères des polymères organiques, tel que les aides aminés des protéines, les aides nuléiques desADN ou ARN, ou les oses des polysaharides. Ils désigneront également ii les moléules isolées tellesque les moléules d'eau, les hèmes ou les ions.
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Sommaire2.1 Organisation de IMGT/3Dstruture-DB. . . . . . . . . . . . . 212.1.1 Données d'obtention des strutures. . . . . . . . . . . . . . . . 212.1.2 Desription des moléules. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 232.1.3 Caratérisation des positions pour haque résidu. . . . . . . . . 242.1.4 Contats entre résidus et entre domaines. . . . . . . . . . . . . 252.1.5 Séquenes des gènes et allèles de référenes. . . . . . . . . . . . 262.1.6 Termes de DESCRIPTION. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 262.2 Administration de IMGT/3Dstruture-DB. . . . . . . . . . . . 262.2.1 Séletion des nouvelles entrées. . . . . . . . . . . . . . . . . . . 262.2.2 Interfae d'annotation des nouvelles entrées. . . . . . . . . . . . 262.2.3 Etapes d'annotation des nouvelles entrées. . . . . . . . . . . . . 292.3 Interfae utilisateur. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 332.3.1 Génération des Colliers de Perles IMGT. . . . . . . . . . . . . . 342.3.2 Liste des séquenes de référene IMGT . . . . . . . . . . . . . . 342.4 Conlusion . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 352.1 Organisation de IMGT/3Dstruture-DB.IMGT/3Dstruture-DB est géré par le serveur de base de données MySQL, qui est unserveur de type relationnel, rapide et possédant une large ommunauté d'utilisateurs. Lestables de la base de données sont organisées en 6 groupes (Figure 2.1), les données d'ob-tention des strutures qui retraent l'historique du �hier de oordonnées, les termes deDESCRIPTION d'IMGT, la desription des moléules au niveau génétique et strutural,la aratérisation des positions pour haque résidu, les ontats de haque résidu et dehaque domaine, et les séquenes des allèles de référenes IMGT.2.1.1 Données d'obtention des strutures.L'identi�ant unique dans IMGT/3Dstruture-DB de haque �hier de oordonnées estle même que elui de la Protein Data Bank (PDB) [22℄, la base de donnée généraliste desstrutures 3D des protéines et des aides nuléiques. Chaque �hier de oordonnées estaratérisé par la tehnique expérimentale d'obtention (RX, RMN, mirosopie életro-nique), la résolution dans le as des strutures RX, la date de dép�t du �hier dans la PDBet les données bibliographiques (table PDB2). La bibliographie est extraite du �hier deoordonnées (table referene) et de la base MMDB [23℄, Moleular Modeling Database,qui fait le lien entre les strutures 3D onnues et la bibliographie reensée dans la base2La même typographie sera employée pour désigner toutes les tables de la base de données, ommepar exemple les tables Chain et Domain. 21



Figure 2.1: Organisation de la base de données IMGT/3Dstruture-DB. Les prinipales tablessont organisées en 6 groupes. Les relations entre es tables sont représentées.22



MEDLINE Pubmed au NCBI, the National Center for Biotehnology Information (tablesPDBPUBMED, PDBPUBMEDauteur et PDBPUBMEDrefauteur).2.1.2 Desription des moléules.Les moléules sont identi�ées (table Moleule) et dérites par leur omposition enhaînes (table Chain), la position et l'identi�ation des régions dans haque haîne desIG, des TR, des MHC et des RPI (table Regions) ave l'assignement des gènes et allèlesorrespondant (table RegionAlleles) ainsi que la position et l'identi�ation des domainesdes IG, TR, MHC et RPI (tables Domaines, Module et MHCpep).Table Moleule.La table Moleule gère le nom attribué à haque moléule de haque �hier de o-ordonnées. Pour les IG, TR, MHC et RPI, le type du réepteur est préisé ainsi que ladesription IMGT du fragment protéique.La détermination du nom des protéines onstitue une plus value d'annotation impor-tante ar dans le �hier de oordonnées le nom est rarement dans un format orret etn'est pas toujours donné ar la littérature assoiée se révèle parfois insu�sante pour ledéterminer. Pour identi�er une protéine, il faut parfois avoir reours à un alignement deséquene ave la base de données UniProt [24℄. Le nom des peptides ontient, en plus dunom de la protéine dont il est issu, les positions dans la séquene de référene, l'identi�antde la référene et les mutations. Pour les protéines IG et TR qui n'ont pas de nom, unnom IMGT est réé. Il omprend le type de fragment suivi d'un tiret et d'un nombre (parexemple F-1 ). Les MHC sont nommés d'après les allèles dont ils sont issus. La détermi-nation de la struture omplète d'un réepteur est parfois problématique d'un point devue tehnique et il onvient souvent de ne s'intéresser qu'à un fragment de e réepteur. Ae jour, par exemple, une seule struture d'IG humaine omplète (ode 1hzh) est onnue.La desription IMGT du réepteur donne un nom standardisé aux fragments de protéinesainsi qu'aux haînes et aux domaines.Table Chain.La table Chain gère simultanément 3 séquenes pour haque haîne : la séquene desrésidus extraite des oordonnées atomiques, la séquene de référene de haque protéine(fournie par le �hier de oordonnées) et la séquene onsensus issue de la omparai-son des deux premières. En e�et, des di�érenes peuvent apparaître entre la séqueneontenue dans les banques de données de séquene et la séquene issue de l'observationde la struture de la protéine. Ces di�érenes peuvent provenir de mutations naturellesmais aussi de la tehnique d'obtention des oordonnées atomiques. Ainsi la struture 3Dde ertaines parties de la moléule peut ne pas avoir été déterminée (par exemple, dansle as de strutures RX, pour des raisons de �exibilités ou de désordre ristallin). Parailleurs l'"absene" de ertains atomes peut onduire à la mauvaise identi�ation d'un23



résidu. Dans le as d'une divergene sur le type de résidu, la séquene onsensus présentele résidu de la séquene extraite des oordonnées atomiques.Tables Regions et RegionAllele.La table Regions identi�e les régions des IG, TR, MHC et RPI. Elle prend en omptele fait que ertaines séquenes protéiques odées par un gène unique sont omposéesde plusieurs domaines, et que la séquene de ertains domaines est odée par plusieursgènes. Cette table aratérise la partie de la séquene protéique orrespondant à la pluspetite unité de séquene entre REGION et DOMAIN. La table Regions identi�e donles V-REGION, D-REGION, J-REGION, C-DOMAIN, C-LIKE-DOMAIN, G-DOMAIN,G-LIKE-DOMAIN et aux V-LIKE-DOMAIN.La table RegionAllele identi�e les allèles orrespondant à haque portion de sé-quene de la table Regions. Elle ontient les données issues du proessus d'identi�ationdes allèles (pourentage d'identité de séquene, sore de Smith et Waterman, et...). Laohérene entre les allèles des régions d'une même haîne est prise en ompte grâe auhamp onsensus. En e�et plusieurs allèles peuvent orrespondre à la même région maisparmi es allèles ertains peuvent ne pas être ohérents ave les allèles des autres régions.Par exemple, les allèles identi�ées pour les di�érents DOMAINs d'une même REGIONdoivent être identiques.Tables Domaine, Module et MHCpep.La table Domain indique le type de domaine (V-DOMAIN ou V-LIKE-DOMAIN, C-DOMAIN ou C-LIKE-DOMAIN, G-DOMAIN ou G-LIKE-DOMAIN) et pour haquedomaine sa desription IMGT, sa position dans les 3 types de séquene (stokées dans latable Chain) et sa séquene ave les gaps IMGT orrespondant à la numérotation uniqueIMGT, ainsi que les insertions qu'il possède par rapport au anevas de base de ettenumérotation. Pour les domaines de type immunoglobuline, la omposition des feuilletsen brin est également enregistrée.La table Module identi�e les domaines appariés de manière struturale dans les réep-teurs. Ainsi les deux V-DOMAINs qui onstituent le site de reonnaissane de l'antigèneforment un V-PARTNER, les deux G-DOMAINs qui forment le site de liaison du peptideun G-PARTNER et les C-DOMAINs en ontat par leur feuillet interne un C-PARTNER.La table MHCpep a été réée pour gérer les relations entre le G-PARTNER d'un MHC etle peptide antigénique qu'il ontient.2.1.3 Caratérisation des positions pour haque résidu.La table Residu dé�nit haque position par son appartenane à un domaine, un numéroselon la numérotation IMGT et la nature du résidu. Le onept IMGT de Residu�position(R�P) désigne le ouple (résidu, position) et est aratérisée par le nom du résidu et saposition IMGT dans un ontexte strutural partiulier. Seules les positions ayant au moinsun atome ave des oordonnées 3D sont onsidérées dans la table Residu. Les résidus ne24



présentant auune oordonnée atomique apparaissent uniquement dans les séquenes dela table Chain.Une position est dé�nie dans Residu par son appartenane à un �hier de oordonnéesatomiques, à une haîne et à un domaine (quand un domaine a pu être identi�é ommeun V-DOMAIN, un C-DOMAIN, un G-DOMAIN, une région harnière ou une régionde liaison). Trois numéros désignent une position, le numéro IMGT orrespondant à lanumérotation unique IMGT du domaine, le numéro IMGT dans le �hier de oordonnéesrenuméroté (voir setion 2.2.3) et le numéro dans le �hier de oordonnées d'origine avantrenumérotation.Les autres propriétés de haque position sont le nom du résidu qui oupe ette po-sition (ave une abréviation à 3 lettres et à une lettre), sa surfae aessible, et pour lesaides aminés la struture seondaire et les angles phi et psi. La orrespondane entreles abréviations à 3 lettres et le nom des résidus peut être extraite des �hiers de o-ordonnées (HeteroAtomes) soit être trouvée dans une table générale de orrespondane(HeteroAtomesListe).2.1.4 Contats entre résidus et entre domaines.La fontion des IG, des TR et des MHC repose sur leur apaité de reonnaissanemoléulaire et la desription des interations de haque position est don très importante.Une autre motivation à l'introdution des ontats dans la base de données est la apaitéqu'elle donne d'e�etuer des omparaisons entre les interfaes grâe à la numérotationunique des positions (dans le hapitre suivant). Les ontats entre atomes dans haque�hier de oordonnées sont enregistrés au niveau des ontats entre résidus (Resontats)et des ontats entre domaines (Domontats). Pour les domaines gérés par IMGT, lesontats sont e�etués par un résidu à une position préise dans la séquene et la struture3D de e domaine.Les ontats entre résidus ou entre domaines sont aratérisés par le nombre total deontats entre atomes ainsi que le nombre de ontats non ovalents, de liaisons ovalentes,de ontats entre atomes hargés, entre atomes non hargés, le nombre de ponts disulfures,de liaisons hydrogène et de liaisons hydrogène par l'intermédiaire d'une moléule d'eau.Les relations entre les di�érents types de ontats sont les suivantes : (1) le nombre deontats total est la somme du nombre de ontats non ovalents et de liaisons ovalentes,(2) le nombre de ontats non ovalents est la somme des ontats hargés et non hargés,(3) le nombre de ontats hargés inlut le nombre de liaisons hydrogène (mais pas lesliaisons hydrogène utilisant une moléule d'eau intermédiaire), (4) le nombre de liaisonsovalentes inlut le nombre de ponts disulfures.Chaque type de ontats est détaillé en ontats haîne prinipale/haîne prini-pale, haîne prinipale/haîne latérale, haîne latérale/haîne prinipale, et haîne la-térale/haîne latérale. La notion de haîne prinipale et de haîne latérale n'est priseen ompte que pour les aides aminés. Tous les atomes des autres type de résidus sontonsidérés omme faisant partie de la haîne prinipale.25



2.1.5 Séquenes des gènes et allèles de référenes.Les séquenes des allèles de référenes d'IMGT de haque espèe (table Espee) sontstokées (table Allele) ainsi que la hiérarhie des gènes (table Gene), sous-groupes (tableSubgroup) et groupes (table Groupe) orrespondants à l'ontologie IMGT.Dans la table Allele, les propriétés de haque allèle sont son nom, sa fontionnalitéet son espèe. Les propriétés d'une séquene d'allèle sont sa partialité (séquençage inom-plet), sa taille et le fait qu'elle ontienne des gaps en aord ave la numérotation uniqueIMGT. Les séquenes des allèles ont été déoupées par domaine avant d'être enregistréesdans la base de données (haque séquene orrespond à une entité de la table Regions).2.1.6 Termes de DESCRIPTION.Les desriptions IMGT des domaines (MainDomDesr et DomDesr), des haînes (ChainDesr)et des réepteurs (MainReeptorDesr et ReeptorDesr) sont enregistrées ainsi que leursrelations (Dom_ChainDesr et Chain_ReeptorDesr).2.2 Administration de IMGT/3Dstruture-DB.IMGT/3Dstruture-DB est maintenue par un proessus semi-automatique. La séle-tion et une première annotation des nouvelles entrées suivent un proessus entièrementautomatique. L'ensemble des tables d'annotation des �hiers de oordonnées possèdentune opie temporaire où l'annotation initiale est stokée. Les données sont ensuite vali-dées et éventuellement modi�ées avant d'être transférés dans les tables dé�nitives. Lesprogrammes de gestion de IMGT/3Dstruture-DB ont été érits en langage Perl et enlangage C.2.2.1 Séletion des nouvelles entrées.Les nouveaux �hiers de oordonnées sont extraits haque semaine de la PDB. Ilssont séletionnés par identi�ation de mots lés dans le texte du �hier. Une deuxièmeséletion détete les domaines de type V, C ou groove par alignement strutural, grâeau programme CE [25℄, entre les moléules du �hier de oordonnées et des domainesreprésentatifs des C-DOMAINs d'IG et de TR, des C-LIKE-DOMAINs de B2M, des V-DOMAINs d'IG et de TR et des G-DOMAINs de MHC-I et de MHC-II.2.2.2 Interfae d'annotation des nouvelles entrées.Le programme d'annotation permet une interation très souple entre l'annotateur etla base de données ainsi que la gestion automatique des nouvelles entrées (en mode bath).Les di�érentes étapes de l'annotation sont exéutables individuellement (haune est im-plémentée dans un module Perl di�érent), sur une séletion de un ou plusieurs �hiersde oordonnées et sur une séletion de une ou plusieurs haînes. Pour haque entrée, les26



Figure 2.2: Interfae texte d'annotation de IMGT/3Dstruture-DB. La apture d'éran présenteune visualisation 3D du �hier de oordonnées 12e8, ave haque haîne olorée di�éremmentet les moléules d'eau représentées par des otaèdres blans. Les régions et allèles de la haîne12e8_M ont été identi�ées et les séquenes orrespondantes sont présentées dans des ouleursdi�érentes.
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Table 2.1: Modules Perl utilisés par l'interfae d'annotation de IMGT/3Dstruture-DB.Modules Perl FontionsPDB.pm Objet PDB : données d'obtention, de séquenes, donnéessur les positions et des ontats entre positions. Ex-tration des données du �hier de oordonnées et réa-tion d'un objet PDB. Détermination des strutures se-ondaires. Reherhe des référenes bibliographiques.Chain.pm Objet Chain : dé�nition des régions, des domaines etdes ontats entre domaines. Détermination des allèlesonsensus. Dé�nition des domaines à partir des régionset établissement de la numérotation unique de haquedomaine.Moulinette.pm Gère les di�érentes étapes de l'annotation et leurs dé-pendanes. Reherhe des régions et allèles sur une sé-quene.Mysql.pm Ehange des données entre les objets Chain et PDB aveIMGT/3Dstruture-DB.A�3D.pm A�hage 3D (OpenGL) d'un domaine, d'une haîne,d'une struture 3D, ave olorisation des régions et desCDR.Chain_Gaps Alignement de Smith et Waterman. Alignement deSmith et Waterman modi�é entre une séquene de réfé-rene IMGT et une séquene de domaine.Contats.pm Détermination des ontats entre positions. Identi�a-tion et somme des ontats au niveau des interfaes. Dé-termination de la omposition des feuillets des domainesde type immunoglobuline.Frag.pm Identi�ation des haînes appartenant à une même mo-léule. Desription IMGT des domaines, haînes et frag-ment de réepteurs d'antigènes.MetaChain.pm Di�érenes entre la séquene issue des oordonnées ato-miques et la séquene de référene des protéines. Créa-tion des objets Chain à partir des informations de sé-quene des objets PDB (prise en ompte des liaisons o-valentes et des distanes entre résidus onséutifs).Renum.pm Renumérotation des positions d'une haîne. Renuméro-tation d'un �hier de oordonnées.
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données peuvent être hargées et sauvées dans la base de données table par table, dansles tables temporaires ou dé�nitives. Les paramètres de haque étape d'annotation sontmodi�ables interativement. Une visualisation des strutures tridimensionnelles et indivi-duellement des haînes et des domaines permet d'observer le positionnement des régionsou des CDR des V-DOMAINs. Le programme d'annotation a été implémenté en langagePerl. En e�et e langage se prête partiulièrement bien au traitement de �hiers textes,e qui onstitue la majeur partie des opérations e�etuées. Les données sont organiséesdans deux lasses d'objet, la lasse PDB aratérisant haque �hier de oordonnées etla lasse Chain aratérisant haque haîne. Les fontions ont été regroupées dans di�é-rents modules Perl a�n de failiter le maintien du ode soure et de pouvoir les réutiliserindépendemment dans d'autres programmes (Table 2.1).2.2.3 Etapes d'annotation des nouvelles entrées.Leture du �hier de oordonnées atomiques.(A) Des expressions régulières permettent d'extraire les oordonnées atomiques dehaque résidu ainsi que la séquene fournie omme référene. Les informations d'obtention(tehnique expérimentale et référene bibliographique) ainsi que les noms et formules deshétéroatomes sont également extraits.Dé�nition des haînes.(B) Les haînes sont initialement dé�nies à partir des noms de haînes données dansles oordonnées des atomes.(C) Les haînes peuvent être éliminées, renommées ou rées interativement. L'éli-mination d'une haîne intervient par exemple dans le traitement de ertains �hiers deoordonnées où un même nom de haîne est attribué à l'ensemble des moléules d'eau, equi n'est pas orret puisqu'il n'existe pas de liaisons ovalentes entre elles. La réationd'une haîne intervient par exemple dans le as où deux haînes partenaires d'une IG ontété lairement onfondues au sein d'un même identi�ant de haîne, et qu'il est néessairede les individualiser. Il est aussi parfois utile de réer un nom de haîne pour un élémenthimique isolé, jouant un r�le important (un antigène par exemple), a�n de pouvoir lemettre en avant par rapport aux moléules d'eau et aux ions. Les haînes nouvellementréées sont identi�ées par un hi�re (l'identi�ant lassique est une lettre).(D) Pour haque haîne la séquene de résidus dans la partie des oordonnées ato-miques est extraite ainsi que la séquene dans la partie des séquenes originelles du �hierde oordonnées atomiques. La séquene onsensus entre es deux séquenes est déterminéegrâe à un alignement de Smith et Waterman [26℄ et aux règles énonées dans la partieChaînes plus haut. (E) Les espèes de haque haîne sont extraites du �hier de oor-données grâe à un ditionnaire de orrespondane entre les di�érents noms attribuablesà une même espèe, le nom latin, le nom ommun ou une partie de es noms (Camelusdromedarius, arabian amel, amel). 29



Table 2.2: Etapes de l'annotation de IMGT/3DstrutureDB. Les di�érentes étapes, désignées parune lettre, sont utilisées dans l'interfae d'annotation.EtapesA Extration du �hier de oordonnées des informations d'obtentions.B Extration du �hier de oordonnées des séquenes.C Détermination, délétion et réation de dé�nitions de haînes.D Traitement des di�érenes entre la séquene de référene (hamps SE-QRES) et de la séquene issue des oordonnées.E Extration de l'espèe de haque haîne ave un ditionnaire d'équiva-lenes entre les di�érentes appelations.F Détermination des régions par alignement ave les séquenes de référene.G Détermination des régions dé�nies impliitements.H Trouver les position des régions dans la séquene issue des oordonnées.I Détermination des onsensus entre les allèles des régions appartenant àla même haîne.J Détermination du type de réepteur.K Détermination des domaines.L Trouver la position des domaines dans la séquene issue des oordonnées..M Détermination des gaps des domaines par alignement ave la séqueneave gaps de l'allèle de référene.N Détermination des strutures seondaires et des angles diedres de lahaîne prinipale.O Renumérotation selon la numérotation unique IMGT de haque position.P Détermination des ontats et de la omposition des feuillets.Q Détermination des haînes appartenant à la même moléule grâe auxnombre de ontats.R Détermination des domaines partenaires.S Détermination des omplexes.T Détermination de la DESCRIPTION IMGT des domaines, haînes etréepteurs d'antigènes.U Renumérotation des di�érents hamps du �hier de oordonnées.
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Identi�ation des régions.(F) L'identi�ation des gènes et allèles et la délimitation des régions (V-REGION, J-REGION, C-DOMAIN, C-LIKE-DOMAIN, V-LIKE-DOMAIN, G-DOMAIN et G-LIKE-DOMAIN) sont obtenues par alignement, ave le programme FASTA [27℄, des séquenesonsensus des haînes ave le jeu de séquenes de référenes IMGT stoké dans la basede données. (G) Certaines régions sont identi�ées impliitement à partir de elles quiviennent d'être positionnées par alignement. Les régions orrespondant aux D-REGION3sont entre une V-REGION et une J-REGION. De même les régions harnières (Hinge)sont identi�ées entre les deux premiers C-DOMAINs d'une haîne lourde d'IG. La régionde liaison entre les deux V-DOMAINs d'une onstrution non naturelle sFv est notéeomme Linker.(H) La position des régions dans la séquene issue des oordonnées atomiques estalulée en prenant en ompte les délétions par rapport à la séquene onsensus (voirdesription de la table Chain page 23).(I) Pour les régions onséutives odées par des allèles appartenant au même groupe,les allèles qui sont partagées entre es régions sont marquées omme 'onsensus'.(J) Le type de protéine (IG, TR, MHC ou RPI) est attribué à haque haîne.Identi�ation des domaines.(K) Les domaines sont délimités à partir des régions, les V-DOMAINs orrespondantà la ombinaison des V-D-J-REGION ou des V-J-REGION, et les autres domaines orres-pondant exatement à une région. La desription IMGT de es domaines est déterminéegrâe aux noms des gènes qui les onstituent. Suivant la omposition en domaines dehaque haîne, ainsi que la desription IMGT de haque domaine, la desription IMGTdes haînes est obtenue par reherhe dans les tables de DESCRIPTION.(L) La position des domaines dans la séquene issue des oordonnées atomiques estalulée en prenant en ompte les délétions par rapport à la séquene onsensus (voirdesription de la table Chain page 23).Renumérotation des positions.(M) La numérotation des domaines, suivant la numérotation unique IMGT, est réaliséeen alignant la séquene de haque domaine ave la séquene de l'allèle de référene IMGTorrespondant. Pour les V-DOMAIN la séquene de référene identi�ant la V-REGIONest utilisée. L'alignement est e�etué par un algorithme de Smith et Waterman modi�équi onsidère le gap IMGT omme un aide aminé à part entière et qui défavorise laréation de gaps dans la séquene de référene (dissymétrie de la gestion des insertionsentre les deux séquenes). Après alignement, le programme replae les insertions IMGTdans les régions de boules, en aord ave la numérotation unique de haque domaine.3Les gènes et allèles qui orrespondent aux D-REGION ne sont pas lairement identi�ables au ni-veau protéique ar elles sont très petites, les allèles de D-GENE sont très nombreux, et le proessus deréarrangement impréis rend leur délimitation très impréise.31



Les insertions de la séquene par rapport au anevas de base de la numérotation uniqueet les insertions supplémentaires introduites lors de l'alignement sont sauvegardées pourhaque domaine.(N) La struture seondaire de haque position est identi�ée grâe au programmeStride [28℄. (O) La numérotation des positions de haque domaine est déterminée à partirde la séquene du domaine ave les gaps IMGT, de la numérotation unique IMGT duanevas de base du type de domaine orrespondant et les insertions à e anevas de basedu domaine onsidéré. Les régions hors des domaines sont renumérotées ordinalement.Contats atomiques entre résidus et domaines.(P) Les ontats inter atomiques sont déterminés par un programme érit en C quirassemble les résultats au niveau de haque résidu. J'ai érit un programme d'analyse deontats inter atomiques qui distingue : les ontats non ovalents et les liaisons ovalenteshors haîne protéique et nuléotidique (dont les ponts disulfures), les ontats polaireset non polaires parmi les ontats non ovalents (impliquant des atomes polaires) etles liaisons hydrogène parmi les ontats polaires. Par extension les liaisons hydrogènepar l'intermédiaire d'une moléule d'eau sont également mesurées quand les oordonnéesatomiques des moléules d'eau sont disponibles.Le programme utilise une distane seuil de ontat égale à la somme des rayons de vander Waals et du diamètre moyen d'une moléule d'eau (au total environ 5Å). Les liaisonsovalentes sont identi�ées par une distane seuil égale à la somme des rayons de van derWaals. Les ontats polaires sont les ontats entre deux atomes polaires.Un ontat polaire est onsidéré omme une liaison hydrogène quand il véri�e les ondi-tions suivantes : (1) l'un des atomes est potentiellement donneur de liaison hydrogène etl'autre aepteur, (2) la distane entre les atomes est de moins de 3.2Å, (3) l'angle aiguentre le arbone onneté à l'atome donneur, l'atome d'hydrogène et l'atome aepteur estde plus de 140 degrés, et (4) l'angle aigu entre le arbone lié à l'atome aepteur, l'atomeaepteur et l'atome donneur est de plus de 90 degrés (les valeurs sont issues de Proteins2nd Ed., TE Creighton [29℄). Deux as de �gure se présentent suivant la possibilité depositionner l'atome d'hydrogène sans ambiguïté grâe aux atomes dont les oordonnéessont onnues. Cela onerne les hydrogènes reliés aux azotes des liaisons peptidiques et àl'azote en position epsilon des tryptophane. Dans e as l'atome d'hydrogène est onstruitexpliitement, et les angles et distanes sont diretement évalués. Dans le as ontraire, onsuppose la planéité des atomes donneurs, aepteurs, du arbone relié à l'atome donneuret de l'atome d'hydrogène (as le plus favorable). Des relations simples de géométries per-mettent de aluler les angles qui nous intéressent sans aluler expliitement la positionde l'hydrogène. Cette méthode permet d'identi�er les liaisons hydrogène partagées transi-toirement entre plus de deux partenaires. Des programmes omme HBPLUS [30℄ reons-truisent tous les hydrogènes expliitement e qui ne permet pas de onsidérer les liaisonshydrogène transitoires utilisant plusieurs atomes aepteurs. Le programme omptabiliseles ontats pour haque résidu. Ces informations sont entrées dans IMGT/3Dstruture-DB et servent à aratériser les interfaes et à identi�er les haînes appartenant au mêmeréepteur et au même omplexe. 32



Le nombre de ontats entre les domaines et les haînes (pour les ligands sans domainesidenti�és) est alulé. Pour les domaines de type immunoglobuline, les liaisons hydrogèneentre atomes de la haîne prinipale servent à identi�er la répartition des brins entre lesdeux feuillets.Strutures quaternaires et partenaires.(Q) Les haînes appartenant à une même moléule sont identi�ées à partir des analysesde ontats entre domaines (une valeur seuil sur le nombre de ontats est utilisée).(R) Les domaines partenaires sont identi�és dans les IG, TR et MHC grâe à unevaleur seuil sur le nombre de ontats entre domaines.(S) Les omplexes ristallographiques sont détetés par regroupement des moléulesgrâe à une valeur seuil sur le nombre de ontats.(T) La omposition en haîne, ainsi que la desription IMGT de haque haîne, permetde déterminer la desription IMGT des IG, TR, MHC et RPI par reherhe dans les tablesde DESCRIPTION.Renumérotation des �hiers de oordonnées.(U) Un �hier de oordonnées renuméroté est réé en utilisant pour haque positionun numéro orrespondant à son numéro IMGT dans le domaine. La numérotation IMGTdes �hiers de oordonnées suit les règles suivantes, (1) à haque passage à un nouveaudomaine domaine ou une région harnière la numérotation passe aux milliers suivants, (2)la numérotation dans les domaines de type V-DOMAIN, C-DOMAIN et G-DOMAIN suitla numérotation unique des domaines pour les hi�res des entaines, des dizaines et desunités (par exemple le numéro 104 désigne la position 104 du premier domaine et le numéro2024 désigne la position 24 dans la numérotation unique IMGT du troisième domaine),(3) les numéros d'insertions ave une étiquette alphabétique sont enregistrée en utilisantle hamp du �hier de oordonnée orrespondant aux insertions de résidus (olonne 27d'après la desription du format PDB), (4) les insertions ave une étiquette numériquesont traduites en étiquette alphabétique (la position '112.1' devient la position '112A').Tous les hamps du �hier de oordonnées sont renumérotées, en dehors des hampsREMARK dont le format et la syntaxe n'est pas standardisé et di�ilement modi�ableautomatiquement. Le �hier renuméroté ontient à la REMARK 410 les informations denoms de protéines, de dé�nitions des strutures quaternaires, de domaines et de régions(ave gène et allèle).2.3 Interfae utilisateur.L'interfae Internet utilisateurs a été dérite dans deux publiations, Kaas et al. 2004[21℄ (Publiation 3) et Kaas et Lefran 2005 [31℄ (Publiation 4), qui peuvent être trouvéesdans la partie Publiations. Deux éléments qui ne sont pas détaillées dans es publiationsvont être dérites ii, la génération dynamique des Colliers de Perles IMGT et l'alignementdes séquenes de référenes IMGT sous forme de Protein Display IMGT.33



2.3.1 Génération des Colliers de Perles IMGT.Le programme de génération des Colliers de Perles a été implémenté dans un modulePerl. Un dessin au format PostSript est généré, puis onverti au format PNG par leprogramme onvert de la suite ImageMagik.Le module omporte des routines dessinant les éléments de base de haque ollier, lesbrins, les boules, les hélies et les traits de liaisons. Un anevas spéi�que de haqueollier enhaîne les di�érents éléments de base pour produire le dessin �nal. La généra-tion du dessin PostSript ne s'e�etue qu'à la �n du proessus a�n de pouvoir géré leshevauhements entre les éléments dans les Colliers de Perles sur deux plans. Les fon-tions de dessin des éléments de base tiennent ompte des insertions au anevas de baseet le positionnement des perles des insertions s'e�etue suivant le ontexte (par exemplel'orientation du brin, le sommet d'une boule et...). Pour e faire, haque perle est ara-térisée par un numéro ordinal et par son numéro IMGT, et le traé de haque élément sefait suivant une diretion angulaire. L'exemple le plus visible de ette notion angulaire estle traé du planher des G-DOMAINs. Les paramètres passés à la routine prinipale dutraé permettent de modi�er la ouleur de ertaines perles, d'ajouter des étiquettes à desperles et de traé des liaisons entre des perles (par exemple pour représenter les liaisonshydrogène).Les Colliers de Perles IMGT utilisés dans IMGT/3Dstruture-DB sont générés dyna-miquement pour haque domaine. Les dessins sont stokés deux jours sur le serveur puise�aés. La réation du �hier PostSript est très rapide et l'étape limitante est la réationdu �hier au format PNG (moins de 1 seonde en général sur le serveur).Une interfae internet, aessible depuis la page prinipale de IMGT/3Dstruture-DB, permet de traer les Colliers de Perles IMGT des V-DOMAINs, C-DOMAINs, etG-DOMAINs à partir d'une séquene d'utilisateur. Cette interfae ne génère pas les gapsdans la séquene et ils doivent être préalablement insérés dans la séquene par l'utilisateur.Outre la réalisation de graphiques esthétiques et outil sert à véri�er que les gaps insérésdans une séquene sont ohérents ave les strutures seondaires présentées par le Collierde Perles IMGT. Cette interfae permet de hoisir le type de oloriage des CDR-IMGTdes V-DOMAINs (domaines de haîne lourde ou légère), le nombre de plan (1 ou 2), lataille du CDR3 pour les V-DOMAINs et d'ajouter des insertions au aneva du Collier dePerles IMGT.Finalement, la struture du module Perl permet d'ajouter failement de nouveauxanevas. L'implémentation aisée du aneva permettant de générer des Collier de Perlesde knottines, une famille struturale de miniprotéines à trois ponts disulfures qui formentune struture de noeud [32℄ en est la preuve.2.3.2 Liste des séquenes de référene IMGTUne interfae aessible depuis la page de garde de IMGT/3Dstruture-DB permetd'avoir aès aux séquenes d'allèles des tables de référenes de IMGT/3Dstruture-DB.Cette interfae permet de séletionner les allèles suivant l'espèe, le nom des gènes, desgroupes, des sous-groupes et des allèles et le numéro du domaine sur le gène. Plusieurs34



ribles sur les noms de gènes, de groupes, sous-groupes et allèles peuvent être entréssimultanément dans des hamps textes. Les séquenes des allèles sont alignées grâe à leurnumérotation unique IMGT et aux insertions partiulières de haque allèle. L'a�hagede l'alignement se onforme à elui des pages 'Protein displays' (visible dans 'IMGTrépertoire' depuis la page de garde de IMGT), où ertaines parties de la séquene sontmises en avant par des séparations (des 'blans') et des hangements de ouleurs.2.4 ConlusionMa ontribution à IMGT/3Dstruture-DB s'est traduite par sa réorganisation totale,par l'ériture de nouveaux sripts d'annotation su�samment souples pour s'adapter auxdi�érents as renontrés et par l'amélioration et le développement de l'interfae Internet.Tout es développements ont onstitué la majeur partie de mon travail de thèse. Initia-lement, la base de données gérait l'identi�ation des gènes et allèles et la numérotationdes V-DOMAIN des réepteurs de type Fab et IG. La réorganisation que j'ai e�etuéepermet désormais de prendre en ompte plusieurs domaines dans une même haîne, destypes de domaines di�érents (V-DOMAIN, C-DOMAIN, G-DOMAIN) et des types deréepteurs di�érents dont les dé�nitions sont également des données de tables. Les po-sitions sont maintenant dérites individuellement. J'ai introduit la notion de ontats àtravers l'espae entre résidus appartenant à un même domaine ou à des domaines, haînes,réepteurs di�érents. Ces ontats sont des données importantes pour la aratérisationstruturale des interfaes immunologiques.Parallèlement à la nouvelle organisation des tables, de nouveaux sripts permettantde gérer les di�érents réepteurs et domaines ont été néessaires. La version atuelle re-présente environ 30000 lignes de ode et a été l'objet d'un remaniement onstant. Parexemple, j'ai érit un nouveau sript de renumérotation qui est basé sur un alignement deSmith et Waterman, utilisant les insertions IMGT omme un nouvel aide aminé et péna-lisant fortement l'ouverture de gaps dans la séquene de référene. Ce sript me permetd'annoter des séquenes ayant subit des mutations ou des insertions, ou des séquenesdont on ne possède pas enore d'allèles de référene, e qui était auparavant impossible.J'ai réé un environnement d'annotation qui permet une grande souplesse de séletionde �hiers de oordonnées ou de haînes, auxquels ont peut appliquer tout ou partie desétapes d'annotation dont les di�érents paramètres sont ajustables. Cette interfae étaitd'autant plus utile qu'étant le seul annotateur de IMGT/3Dstruture-DB elle a permis ungain de temps indispensable, une fois réalisée. Ce travail d'annotateur onsiste essentiel-lement à déterminer les noms des moléules par reherhe bibliographique et égalementà véri�er que les étapes automatiques se soient orretement déroulées. La gestion desséquenes de référene est également à ma harge quand les séquenes de référenes d'uneespèe donnée ne sont pas disponibles sur IMGT.J'ai repris le développement de l'interfae Internet en y ajoutant de nouvelles requêtes.Ainsi l'outil IMGT/StruturalQuery permet d'interroger haque domaine et haque posi-tion d'un domaine. Le sript de reherhe génère maintenant une requête SQL spéi�quedes informations demandées. Ce sript uni�e les reherhes, qui étaient auparavant e�e-35



tuées par des sripts indépendants, e qui permet notamment de gérer des requêtes e�e-tuées sous forme d'une phrase dans IMGT-StruturalQuery. Les �hes de haque �hierde oordonnées présentent maintenant l'identi�ation des domaines et des régions sur lesséquenes, donnent aès à des outils de visualisation et aux référenes bibliographiques,et proposent les analyses de ontats sous forme de tables. Le nouveau programme deCollier de Perles que j'ai érit est le suesseur d'un programme PostSript qui gérait lesV-DOMAIN sans possibilité d'insertions. Le nouveau programme dessine également lesC-DOMAINs et les G-DOMAINs, et il permet de olorier des perles en une ou plusieursouleurs.Tous es e�orts de standardisation des données de IMGT/3Dstruture-DB permettentmaintenant d'o�rir une desription laire et préise de haque réepteur d'antigène, e quirend possible en partiulier, les analyses statistiques automatiques de leurs strutures 3D.
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Chapitre 3Analyse struturale des réepteursd'antigènes dans IMGT.La standardisation des données struturales employées dans IMGT/3Dstruture-DB,présentée dans le hapitre préédent, a pour objetif de failiter les omparaisons desstrutures 3D des réepteurs d'antigènes. Plus préisément, les numérotations uniquesIMGT des V-DOMAINs, C-DOMAINs, C-LIKE-DOMAINs et G-DOMAINs ainsi que lestermes de DESCRIPTION sont utilisés dans e hapitre a�n de omparer les strutures 3Ddes moléules des IG, des TR et des MHC, ainsi que de leurs interfaes. Toutes les analysesprésentées sont automatisées et la mise à jour des tables et �gures est disponible sur lesite de IMGT, http ://imgt.ines.fr. Le nombre de strutures 3D de réepteurs d'antigènesdéterminées expérimentalement est bien inférieur au nombre d'allèles et même de gènesonnus aujourd'hui. L'interprétation des mesures présentées dans e hapitre doit dontoujours tenir ompte de e déséquilibre important. Elles font apparaître le omportementstrutural moyen des réepteurs d'antigènes dans l'ensemble des données aessibles equi permet d'identi�er et de justi�er un omportement atypique dans un as partiulier.Dans un ontexte plus global, les projets de protéomique struturale vont générer unemasse de données struturales toujours plus importante. La standardisation des donnéesstruturales apparaît omme un outil essentiel qui permet, omme ii, d'e�etuer desanalyses à grande éhelle des protéines apparentées.Les e�etifs de strutures 3D des réepteurs d'antigènes et de leurs omplexes sontprésentés, ainsi que la représentativité des gènes des IG, TR et MHC humains et desouris. Les trois types de domaines, V-DOMAIN, C-DOMAIN (et C-LIKE-DOMAIN)et G-DOMAIN sont analysés au niveau de leur variation de séquene dans les stru-tures 3D déterminées expérimentalement. La variation de la omposition des feuilletsdes V-DOMAINs et C-DOMAINs est observée. Pour tous les domaines, les variabilitésonformationnelles et les variations des interations atomiques internes sont alulées. Lesassemblages des domaines au sein de haque type de réepteur d'antigène sont analysés,au niveau de l'arrangement des domaines dans les V-PARTNER et C-PARTNER, puisdans l'arrangement des V-PARTNER et C-PARTNER dans le réepteur. Finalement lesinterfaes entre les réepteurs et l'antigène sont étudiées, à savoir : l'interfae IG/antigène,37



l'interfae peptide/MHC et l'interfae TR/peptide/MHC [33℄ (Publiation 6). Ces deuxdernières interfaes sont partiulièrement intéressantes ar elles font intervenir la numé-rotation unique dans haune des protéines du omplexe. Ces analyses sont des exemplessimples d'utilisation de IMGT/3Dstruture-DB pour l'étude des réepteurs d'antigènes,beauoup d'autres mesures et analyses statistiques sont possibles. Par exemple, la naturede l'antigène n'a pas été onsidérée omme ela été le as dans d'autres études [34℄ [35℄.
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3.1 Nombre de strutures 3D dans IMGT/3Dstruture-DB.3.1.1 Nombre de strutures 3D d'IG, de TR et de MHC.En otobre 2005, IMGT/3Dstruture-DB reense 1022 �hiers de oordonnées, quiontiennent 683 strutures d'IG, 40 strutures de TR et 237 strutures de MHC. Le nombrede strutures 3D présentant un TR est faible ar la prodution en laboratoire de TRsoluble reste toujours di�ile [36℄. Ainsi seules deux strutures de TR-GAMMA_DELTAsont aujourd'hui disponibles, une de V-DELTA publiée en 1998 [37℄, et une strutured'un réepteur omplet TR-GAMMA_DELTA publié en 2001 [38℄ (1hxm). Par ontrepour les MHC-I, le développement d'un protoole spéi�que de ristallisation en 1992[39℄ [40℄ a permis d'aroître rapidement leur nombre. Les MHC-II sont plus di�ilesà ristalliser, et une onstrution non naturelle, le MHC-II_ALPHA-BETA-PEPTIDE,a été employée pour stabiliser le omplexe ave un peptide (1iea et 1ieb [41℄). Cetteonstrution omprend une haîne II-ALPHA, une haîne II-BETA ave laquelle le peptideest lié de façon ovalente grâe à une liaison polypeptidique �exible.3.1.2 Strutures de omplexes IG/antigène, pMHC et TR/pMHC.370 strutures 3D présentent un omplexe entre une IG et un antigène e qui onstitue54% des strutures ontenant une IG. La liaison IG/antigène est en e�et très étudiée nonseulement pour son r�le immunologique mais aussi pour ses appliations tehnologiques entant que atalyseur de réations (ou l'antigène est un intermédiaire réationnel) et ommestabilisateur de omplexe ristallin lors de la prodution de ristaux pour la di�rationdes rayons X. Dans IMGT/3Dstruture-DB, seulement 21 strutures de TR/pMHC sontdisponibles, e qui est peu en omparaison des 229 strutures 3D de pMHC onnues. Celatient à une faible stabilité des omplexes TR/pMHC entraînant une ristallisation di�ile.Auun protoole général de ristallisation pour les TR/pMHC n'a pu être mis au point àe jour auune struture de omplexe TR/pMHC impliquant un TR-GAMMA_DELTAn'a été déterminée.3.1.3 Représentativité génétique.Le Tableau 3.1 montre la représentativité des gènes d'IG, de TR et de MHC dont lastruture 3D est onnue. Le nombre de strutures 3D pour haque gène IGHV humainest présenté sur la Figure 3.1. Le nombre de strutures 3D pour les autres groupes et lesautres espèes est disponible en ligne sur les pages de statistiques de IMGT/3Dstruture-DB. Pour les TR, le nombre de strutures est faible et le nombre de gènes hez l'hommeet la souris est important (47 et 89 gènes respetivement). La plupart des gènes de MHCont plusieurs strutures 3D représentatives mais le nombre de gènes de MHC, par om-paraison aux di�érents gènes d'IG et de TR, est faible, et la diversité génétique des MHCest essentiellement allélique. Le nombre de strutures 3D de MHC est loin de re�éter la39



diversité allélique des MHC (51 allèles sur les 252 allèles de référenes humains di�érentsau niveau protéique). Le déséquilibre important entre le nombre de strutures expérimen-tales et la diversité génétique ne permet pas de onlure ave ertitude que la variabilitéstruturale observée soit générale. Elle retransrit uniquement l'état des onnaissanesatuelles que nous pouvons observer. Par ontre la standardisation IMGT permet la miseen plae d'une gestion de es strutures 3D avant l'arrivée massive de des données expé-rimentales, omme le prouve la aratérisation des domaines (setion 3.2), des réepteurs(setion 3.3) et de leurs omplexes ave un antigène (setions 3.4, 3.5 et 3.6).

Figure 3.1: Nombre de strutures 3D dans IMGT/3Dstruture-DB pour haque gène IGHVhumain.3.2 Analyse des domaines.A�n de omparer les domaines gérés par IMGT/3Dstruture-DB, les domaines pré-sentant moins de 90% d'identité de séquene pour les V-DOMAINs et C-DOMAINs et98% d'identité de séquene pour les G-DOMAINs, ave la meilleure résolution ristal-lographique possible (les strutures RX sont préférées aux strutures RMN) ont été sé-letionnés. La onstitution des groupes de strutures suivant leur similarité de séquenea été e�etuée par la proédure suivante : le pourentage d'identité de séquene entretous les V-DOMAINs, tous les C-DOMAINs et tous les G-DOMAINs a été déterminé,et l'algorithme de regroupement hlust, utilisant la méthode omplete, de l'environne-ment statistique R (http ://www.r-projet.org) a été utilisé pour onstituer les groupesde similarité de séquene. Les domaines présentant plus de 5 positions sans oordonnéesatomiques ont été éartés. La struture de l'IG NewM (7fab) a été éartée ar elle possèdeune délétion du brin C". La struture de la protéine R9 (1sjv) a également été éartéear elle présente une modi�ation importante de sa struture due à l'assemblage ristallin(formation de feuillet béta entre unités ristallines).IMGT/3Dstruture-DB omporte 473 V-DOMAINs et 77 C-DOMAINs ou C-LIKE-DOMAINs de séquenes di�érentes ave un seuil de 90% d'identité de séquene, et 89G-DOMAINs de séquenes di�érentes ave un seuil de 98% d'identité de séquene. La40



Table 3.1: Nombre de gènes fontionnels IMGT pour Homo sapiens et Mus musulus [2℄ [1℄ etnombre de gènes possédant au moins une struture 3D représentative dans IMGT/3Dstruture-DB. Homo sapiens Mus musulusGroupe Gènes Strutures Groupe Gènes StruturesIGHV 56 26 IGHV 216 63IGKV 51 28 IGKV 120 53IGLV 39 12 IGLV 8 1IGHJ 6 5 IGHJ 4 4IGKJ 5 5 IGKJ 5 4IGLJ 7 5 IGLJ 4 3IGHC 10 7 IGHC 9 6IGKC 1 1 IGKC 1 1IGLC 5 3 IGLC 3 1TRAV 47 6 TRAV 89 10TRBV 66 5 TRBV 26 4TRGV 9 1 TRGV 7 0TRDV 3 2 TRDV 17 0TRAJ 58 6 TRAJ 50 9TRBJ 13 4 TRBJ 13 5TRGJ 5 1 TRGJ 4 0TRDJ 4 1 TRDJ 2 0TRAC 1 1 TRAC 1 1TRBC 2 2 TRBC 2 2TRGC 2 1 TRGC 4 0TRDC 1 1 TRDC 1 0MHC-Ia 3 3 MHC-Ia 3 3MHC-Ib 2 2 MHC-Ib 4 4MHC-IIa-A 3 2 MHC-IIa-A 2 1MHC-IIa-B 6 3 MHC-IIa-B 2 2MHC-IIb-A 2 1 MHC-IIb-A 2 1MHC-IIb-B 2 1 MHC-IIb-B 3 1B2M 1 1 B2M 1 1
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liste des domaines séletionnées dans IMGT/3Dstruture-DB est fournie en annexe (page139).3.2.1 Longueur des séquenes.Dans le jeu de données séletionnés, les V-DOMAINs ont une séquene ompriseentre 103 et 130 aides aminés, les C-DOMAINs entre 85 et 129 aides aminés et lesG-DOMAINs entre 81 et 96 aides aminés (Figure 3.2). La variabilité des longueurs desV-DOMAINs s'explique par les grandes di�érenes de longueur de CDR possibles. Pourles V-DOMAINs des IG et des TR onfondu, le CDR1-IMGT à une longueur ompriseentre 5 et 12 aides aminés, le CDR2-IMGT une longueur omprise entre 0 et 131, etle CDR3-IMGT une longueur omprise entre 5 et 26. La variabilité des longueurs de sé-quenes est également due aux strutures inomplètes pour lesquelles la séquene n'estpas onnue. L'utilisation de telles strutures dans les analyses qui vont suivre n'est pasgênantes, ar l'unité de base est la position IMGT.3.2.2 Composition en aides aminés.Au sein des domaines séletionnés, la fréquene de haque type d'aide aminé ainsique l'entropie assoiée a été alulée à haque position. Les même aluls ont été e�etuésen regroupant les aides aminés en 3 lasses d'hydrophopathies, 5 lasses de volume et 11lasses de aratéristiques physio-himiques [42℄.Domaines de type V et C.Cette analyse permet de retrouver sur notre jeu réduit de données les positions a-ratéristiques des V-DOMAINs et C-DOMAINs (Figure 3.3). Le oeur hydrophobe estonstitué par des résidus stritement préservées, la ystéine 23, le tryptophane 41 et laystéine 104. La plupart des positions possédant un aratère hydrophobe onservé ontleur haîne latérale tournée vers l'intérieur du domaine, e qui le stabilise. Toutes espositions répondent don à la dé�nition des topohydrophobes de Poupon et Mornon 1998[43℄. Ainsi sur le Collier de Perles IMGT les positions des brins, B, C, C', D et E sont alter-nativement marquées omme ayant un aratère hydrophobe onservé. Les V-DOMAINspossèdent des aides aminés onservés à d'autre positions. La glyine 16 et la proline 46sont onservées et sont aratéristiques des oudes bêtas. Les autres positions oupéespar un aide aminé onservé ne peuvent être simplement expliquées par la topologie,la sérine 26, la glutamine 44, la sérine 83, l'aide glutamique 97, l'aide aspartique 98,l'alanine 100, la tyrosine 102, la glyine 119, la glyine 121 et la thréonine 122. Pour lesV-DOMAINs d'IG la sérine 7, l'aide glutamique 73 et la sérine 128 sont onservées.Les positions pouvant être potentiellement glyosylées ne sont pas stritement onser-vées dans les C-DOMAINs et V-DOMAINs de TR mais elles sont loalisées dans la même1Le CDR2-IMGT de 13 aides aminés, qui dépassent la longueur de 10 aides résidus prévus dans leanevas de base de la numérotation des V-DOMAINs, appartient à un V-DOMAIN de lama.42



Figure 3.2: Répartition de la longueurs des domaines séletionnés dans IMGT/3Dstruture-DB(moins de 90% d'identité de séquene pour les V-DOMAINs et C-DOMAINs et moins de 98%d'identité de séquene pour les G-DOMAINs). (A) Longueur des 473 V-DOMAINs, longeur desCDR1-IMGT, longueur des CDR2-IMGT et longueur des CDR3-IMGT. (B) Longueur des 81C-DOMAINs. (C) Longueur des 85 G-DOMAINs.
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Figure 3.3: Aides aminés onservés à plus de 80% et positions dont l'hydropathie [42℄ est onser-vée à plus de 80% dans les 473 V-DOMAINs (haut) et les 77 C-DOMAINs et C-LIKE-DOMAINs(bas). Rouge = hydrophile, bleu = hydrophobe, jaune = neutre44



région. Pour les V-DOMAINs, les positions 22 et 24, aux environs de la ystéine 23, dansles haînes TR-ALPHA et une position variable dans les brins C" ou D des haînes TR-BETA sont fréquemment des sites de glyosylation potentiels. Pour les C-DOMAINs, laposition 90 dans les haînes TR-ALPHA et une position à l'extrémité de la boule FGdans les haînes TR-BETA sont des sites fréquents de glyosylation potentiels.Cette analyse de omposition sera utilisée par la suite a�n d'établir éventuellementdes orrélations ave les propriétés partiulières d'une position.G-DOMAIN.L'aide aspartique 39 est la seule position onservée dans plus de 80% des G-DOMAINsdont la struture 3D est onnue. Mais pour haque type de domaine pris individuellement,G-ALPHA, G-BETA, G-ALPHA1, G-ALPHA2, les positions ave un aide aminé onservéapparaissent tout le long de la struture, aussi bien dans les brins que dans l'hélie (Figure3.2.2). Un très grand nombre de positions présentent une onservation des aratéristiquesd'hydrophobiité. Cette onservation peut être due à la méthode de séletion des domaineset à la diversité essentiellement allélique des domaines, au ontraire des IG et TR quipossèdent de nombreux gènes.3.2.3 Distribution des brins dans les feuillets.IMGT/3Dstruture-DB fournit la omposition des feuillets des domaines IgSF. Ellea été déterminée pour haque domaine grâe au réseau de liaisons hydrogène impliquantles atomes de la haîne prinipale. Une expertise manuelle a également été e�etuée pourvalider es résultats et identi�er la position des brins ne présentant pas de liaisons hy-drogène. En e�et, ertaines strutures à basse résolution ne fournissent que la positiondes arbones alpha (1iga et 1r70), et l'identi�ation automatique de la omposition desfeuillets basée sur les liaisons hydrogène ne fontionne pas. Cette étude montre la grandediversité dans les qualités d'a�nement des strutures RX au sein d'un même �hier deoordonnées atomiques. Ainsi ertaines strutures RX présentent plusieurs domaines deséquene identiques mais dont le réseau de liaison hydrogène entre brins est di�érent (parexemple 1jtr ou 1ktk). La topologie de repliement des domaines de type immunoglobulinea été initialement dérite omme un beta-barrel en lef greque, sous-lasse "simple" [44℄.Une étude globale des domaines de type immunoglobuline [45℄ a postulé que les brins B,C, E et F sont toujours arrangés de la même façon, et onstituent le oeur struturaldes domaines IgSF. Bork et al. 1994 [45℄ ont e�etués une étude globale des domainesIgSF dans de nombreuses protéines, en onsidérant un domaine par famille de protéine.Notre approhe s'en distingue par le fait que nous omparons les strutures de nombreuxdomaines appartenant au même type de protéine, IG ou TR, a�n d'étudier la variabilitéstruturale spéi�que de es protéines. Lorsque le brin A est divisé en deux brins distints,eux-i sont notés A1 et A2. Lorsque les deux brins sont dans le même feuillet, ils sontdésignés en ommun en tant que brin A.L'analyse des 481 strutures de V-DOMAIN montre qu'ils possèdent deux on�gura-tion de distribution des brins entre les feuillets, la distribution [A1, B, D, E℄ [A2, C', C",45



Figure 3.4: Aides aminés onservés à plus de 80% et positions dont l'hydropathie est onservéeà plus de 80% dans les 28 G-ALPHA1 et les 28 G-ALPHA2 (haut), et dans les 13 G-ALPHA etles 18 G-BETA (bas). Rouge = hydrophile, bleu = hydrophobe, jaune = neutre
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F, G℄ et la distribution [A1, B, C", D, E℄ [A2, C', F, G℄. En e�et le brin C" se situe àl'extrémité d'un feuillet et peut hanger de feuillet suivant les V-DOMAINs. Il faut noterque la première on�guration est largement majoritaire dans l'ensemble des V-DOMAINsétudiés. Elle est majoritaire pour les V-DOMAINs d'IG, et plus partiulièrement pour lesdomaines VH et V-KAPPA, mais pas pour les V-LAMBDA où les deux distributions serenontrent à parts égales. Pour les V-DOMAINs de TR, les deux distributions de feuilletsse renontrent également à parts égales, le premier groupe étant majoritaire pour les do-maines V-BETA et le deuxième groupe étant majoritaire pour les domaines V-ALPHA(initialement remarqué par Fields et al. 1995 [14℄). Pontuellement ertaines partiularitéssont à noter, les VH des �hiers de oordonnées 1hfm, 2hfm et 1p4b présentent un brinA2 dans le feuillet externe, et le V-ALPHA du �hier de oordonnée 1ymm ne possède pasde oordonnées atomiques pour le brin A1, qui doit être de onformation désordonnée. Ladistribution des brins entre les feuillets des C-DOMAINs des IG adopte une on�gurationunique, [A, B, D, E℄ [C, F, G℄. La même on�guration est adoptée pour les C-DOMAINsde TR. Il faut toutefois noter que le feuillet [C, F, G℄ des domaines C-ALPHA est pau-vrement dé�ni. Bentley et al. 1995 [46℄ et Garia et al. 1996 [15℄ ont notés que le feuillet[C, F, G℄ n'est pas orretement replié, ses brins ressemblent plus à un suession depetites strutures seondaires qu'à un vrai feuillet, et le brin F ne possède pas de liaisonshydrogène ave les autres brins [47℄. La omposition des feuillets des C-LIKE-DOMAINsdes MHC et de la B2M, possèdent la même on�guration [A, B, D, E℄ [C, F, G℄.3.2.4 Angles entre feuillets des V-DOMAINs et C-DOMAINs.

Figure 3.5: Dé�nition des plans passant par les feuillets d'un V-DOMAIN grâe à deux axes X etY dé�nis par les arbones alpha de di�érentes positions. Les même positions sont utilisées pourla dé�nition des plans sur les feuillets des C-DOMAINs. Dans la �gure du feuillet externe, lesbrins jaunes sont situés à l'arrière plan et dans la �gure du feuillet externe, les brins jaunes sontsitués à l'avant plan. 47



L'angle de rotation entre les diretions des brins des deux feuillets de haque domaineainsi que le parallélisme entre les deux feuillets ont été mesurées. Un plan a été dé�nipour haque feuillet à partir de quelques positions (Figure 3.5). Chaque plan est dé�nipar deux veteurs, le premier dé�nissant l'axe X du plan, et l'autre indique la diretion del'axe Y. L'axe Z est déduit de X et Y par un produit vetoriel. L'angle de rotation entreles plans est mesuré par l'angle entre l'axe X du premier et le projeté sur le premier plande l'axe X du deuxième plan. Le parallélisme entre les plans est mesuré par l'angle formépar les axes Z perpendiulaires aux deux plans.Le premier plan orrespond au feuillet ontenant le brin B, le veteur X est sur le brinB et est dé�ni par les arbones alpha des positions 18 et 25. Le veteur Y est dans leplan dé�ni par le veteur X et par le veteur dont les extrémités sont les oordonnées duarbone alpha de la position 7 et par les oordonnées du arbone alpha de la position 89.Le veteur Y est orienté suivant le veteur passant par les arbones alpha des positions 7et 89.Le deuxième plan orrespond au feuillet ontenant le brin F. Le veteur X est surle brin F, et est dé�ni par les oordonnées du arbone alpha de la position 100 et parles oordonnées du arbone alpha de la position 105. Le veteur Y est dé�ni par lesoordonnées du arbone alpha de la position 104 et par les oordonnées du arbone alphade la position 41.Les positions dé�nissant les di�érents veteurs ont été hoisies ar elles sont partagéespar les V-DOMAINs et C-DOMAINs et font partie de brins appartenant toujours aumême feuillet (setion 3.2.3).Les angles présentés pour tous les V-DOMAIN (Table 3.2) sont très similaires à euxdes VH, les V-KAPPA et V-LAMBDA pris isolément. Les valeurs pour les V-ALPHA etV-BETA ne sont pas di�érentes malgré leur représentation beauoup plus faible.Par rapport aux V-DOMAINs, la valeur moyenne de l'angle de rotation indique queles brins des C-DOMAIN appartenant à des feuillets di�érents sont plus parallèles. Parontre au sein des C-DOMAIN des IG, les valeurs sont très similaires à elles renontréesdans les V-DOMAIN des IG.Les C-DOMAINs de TR présentent des valeurs très di�érentes en raison des domainesC-ALPHA dont les feuillets externes sont mal dé�nis.L'angle de rotation entre les feuillets des C-LIKE-DOMAINs des MHC est inférieurde 14 degrés en moyenne par rapport aux V-DOMAIN. Cet angle de plus est sujet àbeauoup de variabilité, les valeurs s'étendant de 10 à 35 degrés ave un éart type de 7degrés. Les C-LIKE-DOMAINs de B2M, et de haînes I-ALPHA, II-ALPHA et II-BETApris isolément pourraient faire apparaître une plus grande hétérogénéité.3.2.5 Alignements struturaux.Les superpositions struturales e�etuées dans tout e hapitre ont toutes été réali-sées grâe au programme ProFit (Martin A.C.R., http ://bioinf.org.uk/software/pro�t)implémentant l'algorithme de MLahlan [48℄ et grâe aux alignements de séquene desdomaines fournis par la numérotation unique IMGT.48



Table 3.2: Valeurs en degrés de l'angle de rotation et des angles entre les plans des feuillets dansles 451 V-DOMAIN d'IG et les 49 C-DOMAIN d'IG séletionnés dans IMGT/3Dstruture-DB.Pour haque domain l'éart type (E) de la distribution des angles est fourni.Nombre de Angle de ParallélismeDomaine domaines rotation entre les plansMoyenne E Min Max Moyenne E Min MaxV-DOMAIN 473 35 3 22,5 44 20 3 12,5 31,5IG V-DOMAIN 440 35 3 27,5 44 19 3 12,5 27,5VH 261 36 2 29 43 18 2 12,5 26,5V-KAPPA 159 32 2 27,5 38 21 2 16,5 27,5V-LAMBDA 20 39 3 35 49 21 2 13,5 25TR V-DOMAIN 33 30 3 22,5 36,5 24 3 13,5 31,5V-ALPHA 15 32 2 24,5 36,5 24,5 3 18,5 28V-BETA 15 27 2 22,5 31 24 4 13,5 31,5V-GAMMA 1 32 20V-DELTA 2 31 25,5 36 24 24 24,5C-DOMAIN 77 24 11 -45,5 40,5 23 6 10,5 49IG C-DOMAIN 45 29 4 16,5 40,5 22 4 14,5 36CH1 16 28 4 23,5 38,5 19 2 14,5 23,5CH2 7 32 4 25 40,5 24 3 19 31CH3 7 29 5 16,5 34,5 24 5 18,5 36CH4 1 34 23C-KAPPA 9 27 3 19 31 23 2 20,5 26C-LAMBDA 5 28 3 22,5 30,5 26 2 23 30,5TR C-DOMAIN 5 0 29 -45,5 29 32 11 16,5 49C-ALPHA 2 35 11 -45,5 -22 35 3 31,5 38C-BETA-1 1 17 49C-BETA-2 1 23 26C-GAMMA-1 1 17 29MHC C-LIKE 27 21 7 10 35 22 6 10,5 32,5
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Domaines de type V et C.Dans IMGT/3Dstruture-DB, une superposition par paire a été réalisée entre les V-DOMAINs, et entre les C-DOMAINs et C-LIKE-DOMAINs de MHC en alignant toutesles positions ayant le même numéro IMGT sauf les CDR (positions 27 à 38, positions 56à 65 et positions 105 à 117) et la boule DE (positions 84 et 85) pour les V-DOMAINs,ainsi que la boule BC (positions 27 à 38), les positions 42 à 77 (ontenant le brin CD), laboule DE (positions 84.1 à 85.1) et la boule FG (positions 104 à 118) des C-DOMAINs.La distane entre les positions équivalentes a été enregistrée et la moyenne quadratiquede es distanes (RMSD) a été alulée pour haque position. Les omparaisons ont étée�etuées pour les V-DOMAINs et les C-DOMAINs, pour haque type de réepteur (IG,TR et MHC), et pour haque type de domaines (VH, V-KAPPA, V-LAMBDA, V-ALPHA,V-BETA).V-DOMAIN Pour les V-DOMAINs, les variabilités struturales les plus importantesapparaissent au niveau de la jontion entre les brins A1 et A2 (positions 8 et 9), entre lesbrins C et C' (positions 46 à 49), au niveau du brin C" (positions 66 à 74), aux positions83 et 84 entre les brins D et E, de même au début (positions 1 et 2) et à la �n du domaine(positions 127 et 128) (Figure 3.6). Au sein des V-DOMAINs des IG, la variabilité estmoindre au niveau du brin C", et elle est globalement faible au sein des VH et surtoutdes V-KAPPA et des V-LAMBDA. La variabilité des positions 8 et 9 est importantepour les VH mais très faible pour les VL (V-KAPPA et V-LAMBDA). En observantde façon plus préise les superpositions struturales on peut e�etuer une lassi�ationdes onformations de la jontion entre les brins A1 et A2. Cette lassi�ation avait déjàété e�etuée par [49℄ pour les domaines VH. Les VL adoptent la même onformationorrespondant au type IV des VH. Pour les V-DOMAINs de TR, le brin C" est trèsvariable. Les positions 7, 8, 9 et 10 des V-ALPHA présentent plus de variations que lesV-BETA, et la partie reliant les brins C et C' (positions 46, 47 et 48). Les V-BETA sontégalement très variables sur les positions 92 à 96, e qui n'est pas le as des V-ALPHA.C-DOMAIN La omparaison de tous les C-DOMAINs montre que la onservation dela onformation autour du oeur ommun est plus faible que pour les V-DOMAINs. Toutesles parties en dehors de e oeur sont l'objet de variabilité onformationnelle importante :les positions situés avant le premier brin (1.7 à 1.1), les positions entre les brins A et B(9 à 19), les positions situés sur le brin CD ainsi que les positions du brin C, les positionsde la boule EF, les positions des brins D et G, et les boules BC (équivalent au CDR1des V-DOMAINs) et FG (équivalent au CDR3 des V-DOMAINs) (Figure 3.7). Pour lesC-DOMAINs d'IG la variabilité struturale est plus faible. Elle onerne la boule AB(positions 11 à 18), le brin CD (positions 43 à 77), le brin D, la boule EF (positions91 à 101), la boule FG (surtout positions 109-115) et le brin G. Il faut noter la relativeonservation struturale de la boule BC entre tous les C-DOMAINs d'IG. De même lapartie haute du brin E (85.5 à 90) et le haut du brin F (102 à 108) qui sont appariéssont bien onservés. Les C-KAPPA présentent peu de variabilité de leur struture. LesC-LAMBDA présentent un brin G très variable ar omme il a été dérit préédemment50



Figure 3.6: Moyenne quadratique des distanes entre les arbones alpha (RMSD) de haqueposition des 469 V-DOMAINs (261 VH, 158 V-KAPPA, 20 V-LAMBDA, 15 V-ALPHA et 15V-BETA). Les Colliers de Perles IMGT sont oloriés linéairement de 1Å de RMSD et moins(blan) à 3Å RMSD et plus (noir). Seule une struture de V-GAMMA et deux strutures deV-DELTA ont été séletionnées et leur superposition n'est pas présentée. Les superpositions desCDR-IMGT, qui doit tenir ompte de leur longueur, est disponible en ligne sur les pages destatistiques de IMGT/3Dstruture-DB. 51



Figure 3.7: Moyenne quadratique des distanes entre les arbones alpha (RMSD) de haqueposition des 43 IG C-DOMAINs (16 CH1, 7 CH2, 7 CH3, 9 C-KAPPA et 5 C-LAMBDA). LesColliers de Perles sont oloriés linéairement de 1Å de RMSD et moins (blan) à 3Å RMSD etplus (noir). L'analyse des C-ALPHA, C-BETA-1, C-BETA-2, C-GAMMA-1 et C-DELTA n'estpas présentée ar moins de deux strutures 3D ont été séletionnées.52



il peut hanger de feuillet. Le haut du brin D (positions 82 à 84.4) et une partie de laboule BC (positions 33 à 36) sont également variable. Les CH1 présentent des variationsstruturales au niveau des boules AB (positions 9 à 17), CD (positions 43 à 77), DE(positions 84.4 et 84.5) et EF (positions 91 à 101 et position 114). Le CH2 varie au niveaude la boule AB (positions 15.2 et 16), de tout le brin CD, de tout le brin B et de la bouleFG. Les C-DOMAINs de TR présentent bien plus de variations struturales que eux desIG. Toutes les positions en dehors du oeur ommun présentent de grandes variabilité.Pourtant les C-ALPHA présentent une bonne onservation de struture en dehors du brinG qui est faiblement struturé et semble pouvoir adopter di�érentes onformations. Lesdi�érenes sont don dues à une variabilité entre les di�érents types de C-DOMAIN de TR.La superposition des C-LIKE-DOMAINs de MHC montre que la variabilité struturaleonerne le brin A, la boule AB, le brin CD et le brin D. La onformation des boulesBC et FG sont relativement bien onservées, e qui est important pour les ontats établisave le planher du MHC.Les C-DOMAINs présentent don globalement plus de variabilité struturale entreles di�érents types de C-DOMAIN que ne le font les V-DOMAINs. Ce résultat paraitétonnant et il est possible que des strutures de V-DOMAINs très stables soient requisesa�n de pouvoir onvenablement adapter des séquenes de CDR très variables.G-DOMAIN.Les G-DOMAINs ont été superposés grâe au programme ProFit en alignant toutes lespositions des G-DOMAINs sauf les boules AB (position 14 à 18) et les boules CD (po-sition 38 à 42). Les alignements struturaux montrent la bonne onservation du planherde feuillets bêta. Les valeurs seuils utilisés sont 1Å RMSD et en dessous pour la onserva-tion struturale et 3Å et au-dessus pour la grande variabilité struturale (Figure 3.8). Lespremières positions du G-ALPHA (jusqu'à la position 7) ainsi que la première portion del'hélie (positions 48 à 59) et la dernière portion de l'hélie (positions 84 à 92) présententune variabilité struturale omparé au reste des positions qui ont une onformation extrê-mement bien onservé. Pour le G-ALPHA2, toutes les positions sont extrêmement bienonservées en dehors de la boule AB (positions 14 à 18) et de la �n du domaine (positions87-92). Les deux premières positions ainsi que la partie reliant les deux portions de l'hélie(positions 61 et 62) possèdent une variabilité mineure (1,20Å RMSD).3.2.6 Analyse de ontats.Les statistiques de ontats internes de haque domaine ont été alulées pour lesdi�érents types de domaines. La onservation des ontats peuvent être onsultés surl'outil en ligne ave un seuil de fréquene réglable et pour di�érent types de ontats(tous les ontats, les liaisons hydrogène, les liaisons hydrogène par l'intermédiaire d'unemoléule d'eau, les ontats polaires et les ontats non polaires) et de niveau de ontats(entre atomes de la haîne prinipale, la haîne latérale ave la haîne prinipale, et entreatomes des haînes latérales). 53



Figure 3.8: Moyenne quadratique des distanes entre les arbones alpha (RMSD) de haque po-sition des 29 G-ALPHA1, 29 G-ALPHA2, 13 G-ALPHA et 18 G-BETA. Les perles sont oloriéeslinéairement du blan au noir, de 1Å de RMSD et moins à 3Å de RMSD et plus.54



Analyse de fréquene.V-DOMAIN Les liaisons hydrogène des V-DOMAINs, onservées dans plus de 80%des as, orrespondent aux liaisons hydrogène entre atomes de la haîne prinipale reliantles brins. Deux liaisons hydrogène utilisant des atomes de haînes latérales sont égalementonservées, entre la haîne latérale de la position 6 (une glutamine ou un glutamate) etla haîne prinipale de la position 102 (souvent une tyrosine), et entre la haîne latéralede la position 102 et la haîne prinipale de la position 98 (un aide aspartique). Lesontats onservés pour un CDR donné et une longueur de CDR donnée ont égalementété alulés. Dans e as les ontats ave les positions des autres CDR ont été enregistréssans tenir ompte de la longueur de l'autre CDR, e qui permet d'avoir un idée des ontatséhangés ave les autres CDR. Par exemple, il existe souvent une liaison hydrogène entre ladernière position du CDR1-IMGT et la position 107 du CDR3-IMGT (87% pour une taillede CDR1-IMGT de 6 résidus (position 32) et 71% pour une taille de CDR1-IMGT de 8résidus (position 34)). Dans le CDR2-IMGT, la position 56 e�etue une liaison hydrogènedans la majorité des as (98% pour une longueur de 8, 95% pour une longueur de 10)ave la position 39.Les liaisons hydrogène ave une moléule d'eau intermédiaire ne sont jamais onservées.C-DOMAIN Les liaisons hydrogène onservées des C-DOMAINs, dans 80% des asétudiés, sont toutes entre atomes de la haîne prinipale reliant les brins. Les C-ALPHAne possèdent de liaisons hydrogène onservées qu'entre les brins A, B, D et E.G-DOMAIN Les liaisons hydrogène onservées des G-DOMAINs, dans plus de 80%des as, orrespondent aux liaisons hydrogène entre atomes de la haîne prinipale reliantles brins et les boules de l'hélie. On peut noter que ette onservation intervient quelque soit le type de G-DOMAIN.Pour G-ALPHA1, une liaison hydrogène utilisant des atomes de haînes latérales estonservée, entre la haîne latérale de la position 64 (une thréonine) et la haîne prinipalede la position 45. Dans le oude AB, la liaison hydrogène entre la haîne latérale del'arginine 14 et la haîne prinipale du glutamate 19 est onservée, e qui n'allait pas desoi ar la majorité des aides aminés de la boule sont est onservée mais la superpositionstruturale a montré que la onformation n'était pas onservée (3,9Å de RMSD à laposition 18). Pour G-ALPHA et G-ALPHA2, une liaison hydrogène utilisant des atomesde haînes latérales sont également onservées, entre la haîne latérale de la position 29(une glutamine, un glutamate ou un aide aspartique) et la haîne prinipale de la position4. La haîne latérale de la position 29 vient ainsi en quelque sorte prolonger les liaisonshydrogènes entre le brin A et le brin B.Analyse statistiques des ontats des V-DOMAINs des IG.Ave Fabrie Sarniguet, étudiant du DESS des méthodes statistiques de Montpellier,j'ai réalisé une analyse statistique des ontats internes des V-DOMAINs des IG. Le butétant d'observer si une disrimination entre les VH, les V-KAPPA et les V-LAMBDA55



Figure 3.9: Contats entre positions possédant le plus de ontats entre atomes (A) et ontatspermettant de di�érenier VH et VL (B), et de di�érenier V-KAPPA et V-LAMBDA (C). Lespaires de positions en ontats (positions en rouge reliés par un trait vert) ont été déterminéespar une analyse de omposante prinipale de la matrie de ontats entre positions pour haquetype de domaine (voir texte). 56



pouvant être observée en ayant reours aux densités de ontats internes. Une analyse enomposantes prinipales (ACP) a été réalisée où les oordonnées statistiques aratérisanthaque domaine sont le nombre de ontats e�etuée par haune de ses positions (lesdi�érents axes de l'espae sont les positions et les valeurs dans es diretions sont lesnombres de ontats). L'analyse permet don de omparer les di�érenes de densité dansles di�érentes parties du domaine. Une lassi�ation selon la méthode de Ward permetde séparer les deux domaines des haînes légères des domaines VH, puis de séparer lesdomaines des haînes légères V-KAPPA et V-LAMBDA. Une autre ACP a été réalisée enprenant omme oordonnées pour haque domaine le nombre de ontats atomiques entrepaires de positions. Cette analyse permet de onlure (Figure 3.9) que les ontats les plusnombreux interviennent au entre du domaine (21-89, 41-54, 41-89, 42-103, 43-51, 43-102,77-90, 79-88 et 95-98) ainsi qu'à l'anrage du CDR2 (55-66). Ces ontats importants sontpeu disriminant entre les trois types de domaines. Les ontats suivants permettent parontre de faire la di�érene entre les domaines VH et les domaines de haînes légères :20-88, 52-54, 52-66, 67-78, 69-72, 68-70, 71-75, 71-76, 80-82, 81-83, 81-84, 81-86, 84-86 et86-88. Ces positions sont situées dans le brin C" et aux extrémités des brins E, C' et D.La position 84 est souvent un aide aminé de petite taille dans les domaines V-KAPPA etV-LAMBDA tandis qu'il est parfois volumineux dans les VH. Les ontats suivants sontplus fréquents pour les domaines V-KAPPA et V-LAMBDA que pour les domaines VH :8-10, 8-122, 10-123, 12-127, 13-127, 40-42, 41-54, 41-89, 42-54, 43-45, 53-76, 55-66, 55-68,67-71, 67-74, 72-75, 72-76, 83-86 et 83-87. Les ontats suivants sont plus fréquents pourle V-KAPPA que pour le V-LAMBDA, 3-26, 8-10, 10-123, 39-87, 83-87, 84-87 et 85-87.Les ontats suivant sont plus fréquents pour le V-LAMBDA que pour le V-KAPPA, 7-9,7-122, 8-123, 9-123, 26-85, 67-74, 75-92, 84-86, 96-126.3.3 Organisation des domaines dans les réepteurs.Les réepteurs sont étudiés au niveau de la formation des domaines partenaires, puisau niveau de la onstitution du réepteur par assemblage des partenaires.142 V-PARTNER et 32 C-PARTNER de séquene di�érentes ont été séletionnées avele même protoole que pour les domaines de séquenes indépendantes (setion 3.2), enutilisant un seuil de pourentage d'identité de 90%. Le pourentage d'identité de séqueneest alulé sur la séquene des deux domaines simultanément.170 fragments Fab d'IG et 5 TR sont également séletionnés ave le même protoole,le pourentage d'identité étant alulé sur la séquene des quatre domaines (les deux V-DOMAINs et les deux C-DOMAINs). La liste des strutures séletionnées dans IMGT/3D-struture-DB est fournie en annexe (page 149 pour les domaines partenaires et page 152pour les Fab).Pour deux domaines, le parallélisme entre les feuillets internes et externes au par-tenaire est mesuré, ainsi que l'angle de rotation entre les feuillets internes et entre lesfeuillets externes (Figure 3.10). Les mêmes veteurs que eux utilisés pour la mesure duparallélisme entre les feuillets d'un même domaine sont employés ii et les aluls sontsimilaires. 57



Figure 3.10: Représentation des angles pour la mesure du positionnement de domaines parte-naires.Sur une même haîne l'angle formé par deux domaines onséutifs est également me-suré à partir de l'angle formé par les premiers veteurs des feuillets ontenant le brinB. La position relative des V-PARTNER et C-PARTNER est mesurée par le alul desangles entre deux plans formés par les deux partenaires. Le plan du V-PARTNER est dé�nipar deux veteurs. Le premier veteur passe par les arbones alpha des positions 104 dehaun des deux V-DOMAINs (Figure 3.11). Le seond veteur passe par les arbonesalpha des positions 19 des deux V-DOMAINs. Le plan du C-PARTNER est dé�ni par unpremier veteur entre les arbones alpha des positions 104 des deux C-DOMAINs et undeuxième veteur entre les arbones alpha des positions 19 des deux C-DOMAINs.La surfae enfouie par haque domaine dans son partenaire et dans le réepteur entierest alulée en e�etuant la di�érene entre la surfae aessible du domaine isolé et dumême partenaire faisant partie du réepteur. La surfae aessible de haque position estfournie par le logiiel Stride [28℄.3.3.1 V-PARTNER.Il n'y a pas de di�érene observée au niveau des angles entre les V-PARTNER em-ployant un V-KAPPA ou un V-LAMBDA (Tables 3.3 et 3.4). Pour les TR l'angle deparallélisme est similaire à elui des IG, l'angle de rotation des feuillets externes est moinsimportant mais pas elui des feuillets internes. Ces valeurs indiquent que les feuilletsexternes forment un V dont la partie ouverte serait dirigée vers l'antigène.La surfae enfouie par haque domaine varie entre 650 et 1100Å2 quel que soit letype de domaine et le type de réepteur (Table 3.5). D'après l'étude de Bahadur et al.2004 [50℄, la surfae enfouie à l'interfae des homodimères est en moyenne de 3900Å2ave un éart type de 2200Å2. Les V-PARTNER ont don une surfae enfouie faible quiest omparable à elle des omplexes d'interation protéine-protéine (1900Å2 [50℄) ou desomplexes ristallins (1600Å2 [50℄). 58



Table 3.3: Valeurs moyennes (Moy) et éarts types (E) de la distribution des angles entre feuilletsinternes des V-DOMAIN dans un V-PARTNER d'IG et de TR, et des C-DOMAIN et C-LIKE-DOMAIN dans un C-PARTNER d'IG, de TR et de MHC. 142 strutures 3D de V-PARTNERet 32 strutures 3D de C-PARTNER ave moins de 90% d'identité de séquene ont été utilisées.Les valeurs pour l'ensemble des domaines de haque setion sont en gras.Angles entre feuillets internesPARTNER Nb rotation parallélismeMoy E Min Max Moy E Min MaxVH V-KAPPA 123 47 3 35 55 20 3 10 30VH V-LAMBDA 9 52 5 40 60 22 2 15 30132 47 4 35 60 20 3 10 30V-ALPHA V-BETA 9 43 4 35 50 8 3 0 15V-GAMMA V-DELTA 1 48 1010 44 4 35 50 8 3 0 15CH1 C-KAPPA 9 142 1 135 145 63 2 55 70CH1 C-LAMBDA 5 135 4 125 145 65 4 60 75CH2 CH2 1 124 91CH3 CH3 5 148 3 140 155 54 3 45 60CH4 CH4 1 147 5221 140 6 120 155 62 8 45 95C-ALPHA C-BETA-1 1 122 62C-ALPHA C-BETA-2 1 113 612 117 4 110 125 61 0 60 65C-LIKE C-LIKE 9 93 7 80 105 53 3 45 60
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Table 3.4: Valeurs moyennes (Moy) et éarts types (E) de la distribution des angles entre feuilletsexternes des V-DOMAIN dans un V-PARTNER d'IG et de TR et des C-DOMAIN et C-LIKE-DOMAIN dans un C-PARTNER d'IG, de TR et de MHC. 142 strutures 3D de V-PARTNERet 33 strutures 3D de C-PARTNER ave moins de 90% d'identité de séquene ont été utilisées.Les valeurs pour l'ensemble des domaines de haque setion sont en gras.Angles entre feuillets externesPARTNER Nb rotation parallélismeMoy E Min Max Moy E Min MaxVH V-KAPPA 123 130 4 115 140 43 4 30 55VH V-LAMBDA 9 138 5 130 150 39 3 30 45132 130 4 115 150 43 4 30 55V-ALPHA V-BETA 9 114 3 105 125 42 6 30 55V-GAMMA V-DELTA 1 123 4210 115 4 105 125 42 6 30 55CH1 C-KAPPA 9 67 6 55 75 30 3 25 40CH1 C-LAMBDA 5 61 5 50 70 32 3 25 40CH2 CH2 1 43CH3 CH3 5 71 4 60 80 16 8 0 30CH4 CH4 1 65 3821 64 13 10 80 28 9 0 45C-ALPHA C-BETA-1 1 109 26C-ALPHA C-BETA-2 1 120 172 114 5 105 120 22 5 15 30C-LIKE C-LIKE 9 29 16 5 60 25 5 15 35
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Table 3.5: Valeurs moyennes (Moy) et éarts types (E) de la surfae enfouie par haque domainedans les V-PARTNER et les C-PARTNER d'IG, de TR et de MHC. 142 strutures 3D de V-PARTNER et 32 strutures 3D de C-PARTNER ave moins de 90% d'identité de séquene ontété utilisées. Les valeurs pour l'ensemble des surfaes enfouies de haque setion sont en gras.Surfae enfouie par haque domainePARTNER Nb Domaine 1 Domaine 2Moy E Min Max Moy E Min MaxVH V-KAPPA 123 837 68 700 1050 874 70 750 1100VH V-LAMBDA 9 846 93 650 1000 867 81 700 1000132 838 70 650 1050 874 71 700 1100V-ALPHA V-BETA 9 872 98 750 1050 860 89 700 1000V-GAMMA V-DELTA 1 852 84010 861 88 750 1050 846 82 700 1000CH1 C-KAPPA 9 947 73 850 1200 948 51 850 1050CH1 C-LAMBDA 5 953 44 850 1050 931 26 850 1000CH2 CH2 1 845 840CH3 CH3 5 1169 69 1000 1250 1176 73 1000 1250CH4 CH4 1 1149 114421 1006 120 800 1250 1002 120 800 1250C-ALPHA C-BETA-1 1 1376 1386C-ALPHA C-BETA-2 1 1365 13862 1370 5 1350 1400 1386 0 1350 1400C-LIKE C-LIKE 9 422 67 350 600 407 72 300 600
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Figure 3.11: Dé�nition des plans passant par les feuillets d'un V-DOMAIN grâe à deux axes Xet Y dé�nis par les arbones alpha de di�érentes positions.3.3.2 C-PARTNER.Les angles de rotation formés par les deux feuillets internes de haque domaine pré-sentent deux distributions, l'une s'étend de 80 à 105 degrés et orrespond aux C-LIKE-DOMAINs des MHC, l'autre s'étend de 110 à 155 degrés et orrespond aux C-DOMAINsdes IG et des TR. L'angle de rotation formé entre les deux feuillets externes de haquedomaine s'étend de 10 à 120 degrés et orrespond aux C-DOMAINs des IG et des TR etaux C-LIKE-DOMAINs de MHC. Les C-DOMAINs des TR possèdent les angles de rota-tion les plus élevés, de 105 à 120 degrés, qui sont bien distints des autres C-DOMAINs.L'angle mesurant le parallélisme entre les feuillets est ompris entre 0 et 45 degrés pourles feuillets externes et ompris entre 45 et 95 degrés pour les feuillets internes.La surfae enfouie présente deux distributions, la première de 300 à 600Å2 pour les deuxdomaines et qui orrespond aux C-LIKE-DOMAINs des MHC. La deuxième distributionvarie entre 800 et 1400Å2 ave en moyenne 1040Å2 et qui orrespond aux C-DOMAINsdes TR et des IG. Cette distribution se retrouve globalement hez les IG, et la surfaeenfouie des TR est située entre 1350 et 1400 pour les deux domaines.62



3.3.3 Entre le V-PARTNER et le C-PARTNER.L'angle formé par les domaines VH et CH1, V-KAPPA et C-KAPPA, et V-LAMBDAet C-LAMBDA sont pour la plupart ompris entre 35 et 75 degrés (Figure 3.12). L'angleformé par les domaines VH-CH1 possèdent deux pis de forte population, l'un vers 45degrés et l'autre vers 65 degrés, tandis que les domaines légers n'enregistrent qu'un seulpi vers 60 degrés.Table 3.6: Surfae enfouie en Å2 par haque domaine d'un réepteur Fab dans 215 Fab séletionnésdans IMGT/3Dstruture-DB. VL = V-KAPPA +V-LAMBDA, CL = C-KAPPA + C-LAMBDA.Domaine Moyenne Eart type Minimum MaximumVH 1067 85 850 1300VL 1181 90 900 1450CH1 1202 93 1000 1450CL 1291 94 950 1550La surfae enfouie par les 4 domaines d'un Fab d'IG sont du même ordre de grandeurmais présentent de légères di�érenes (Table 3.6). Le domaine VH possède une surfaeenfouie inférieure à elle des trois autres domaines. Pour les TR, La surfae enfouie parles 4 domaines de TR présentent plus de disparité, les C-ALPHA et C-BETA présentantune surfae enfouie supérieure aux V-ALPHA et V-BETA. Ces derniers ont une surfaeenfouie omparable à elle des domaines d'IG.

Figure 3.12: Angles en degrés formés par les domaines VH et CH1 d'une part et VL (V-KAPPA+ V-LAMBDA) et CL (C-KAPPA + C-LAMBDA) d'autre part dans 170 réepteurs Fab extraitde IMGT/3Dstruture-DB. L'angle est mesuré entre les eteurs passant par les arbones alphades positions 18 et 25 appartenant au brin B.
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3.4 Interfae des omplexes IG/antigène.De nombreuses études se sont penhées sur l'interation entre les IG et les antigènes(revues dans [51℄, [52℄ et [34℄). Les résultats de superpositions des CDR et l'analyse despositions des V-DOMAINs en ontat ave l'antigène sont relativement simples et ontvaleurs d'exemples quant à la failité d'emploi de IMGT/3Dstruture-DB pour de tellesanalyses.3.4.1 Superposition des CDR-IMGT.Basé sur le nom usuel des IG (IMGT protein name), les données de 79 IG dont lastruture 3D a été déterminée expérimentalement, sans ligand et ave un ou plusieursantigènes, ont été extraites de IMGT/3Dstruture-DB (liste fournie en annexe page 154).Les V-DOMAINs ont été superposés grâe au programme ProFit en alignant toutes lespositions des V-DOMAINs sauf les CDR (position 27 à 38, positions 56 à 65 et positions105 à 117) et la boule DE (positions 84 et 85). La moyenne quadratique des déviations desoordonnées (RMSD) a été alulée pour haque CDR-IMGT (Figure 3.13). Ces mesures(Figure 3.13) montrent que, quel que soient le type de domaine et le CDR-IMGT, le plussouvent le CDR-IMGT ne subit pas de hangements onformationnels à la liaison (entre 0et 1Å RMSD). Néanmoins on observe de grandes variations atteignant 5Å RMSD pour leCDR3-IMGT du VH. Les CDR2-IMGT et CDR3-IMGT des V-KAPPA et V-LAMBDAsont par ontre moins variables ave un RMSD toujours inférieur à 2Å. Les CDR1-IMGTdes VH ont un RMSD inférieur à 2,5Å et les CDR1-IMGT des V-KAPPA et V-LAMBDAont un RMSD inférieur à 5Å. Pour les V-KAPPA et les V-LAMBDA, le CDR dont laonformation est la plus variable est le CDR1-IMGT, le CDR2-IMGT et CDR3-IMGTétant peu variables. Pour les VH, le CDR3-IMGT possède la onformation la plus variable,tandis que les CDR1-IMGT et CDR2-IMGT ont une onformation modérément variableà la liaison.3.4.2 Positions en ontats.Les CDR-IMGT sont les prinipaux éléments de ontat ave les antigènes, mais despositions n'appartenant pas aux CDR-IMGT sont également mises à ontribution (Figure3.14, Table 3.7 et Kaas et al. 2005 [53℄ Publiation 5). Que e soit pour les VH ou les VL,les positions plus impliquées sont les 'anres' du CDR2-IMGT (positions 55 et 66) et laposition 40 qui interagissent prinipalement par l'intermédiaire de leure haîne latérale.Pour les VL, les positions 67, 68 et 69 sur le brin C", ainsi que les positions 80 et 84 pourle V-KAPPA, et les positions 58 et 118 pour le V-LAMBDA sont parfois impliquées dansla liaison. En e�et les petits ligands s'enfouissent profondément au entre du réepteur etfont intervenir des positions prohes du oeur du domaine.Les interations des CDR-IMGT ont été analysés pour haque longueur de CDR-IMGTet haque type de domaine. La deuxième partie du CDR1-IMGT rée plus de ontatsave l'antigène que la première, et e quel que soit le type de domaine (VH, V-KAPPAou V-LAMBDA) ou la longueur du CDR1-IMGT. Toutes les positions du CDR2-IMGT64



Table 3.7: Positions les plus souvent impliquées dans les ontats IG/antigènes et la fréquenede ontats ave l'antigène de es positions (nombre de strutures 3D où les positions sont enontat/ nombre de strutures 3D) dans les domaines VH (A), V-KAPPA (B) et V-LAMBDA(C). Quand une seule struture 3D est utilisée, les positions en ontats peuvent être trouvéessur la Figure 3.14.A � VH LongueurCDR-IMGT des CDR Positions FréqueneCDR1-IMGT 8 34 180/2609 35 17/2710 34 28/30FR2-IMGT 55 196/317CDR2-IMGT 7 57 91/1138 57 94/18210 57 61 16/21CDR3-IMGT 5 106 107 11/116 115 5/57 107 34/358 107 108 4/59 107 18/1910 109 113 21/2311 109 110 24/2812 107 50/5613 113 36/4314 107 11/1415 112.1 20/2216 113 15/1917 109 2/218 112.1 113 2/219 112 112.1 5/520 112.2 112.3 2/221 111 111.3 111.4 112.1 112.2112.3 112.4 7/722 1/124 107 110 112 112.3 18/18Fin de table à la page suivante65



Début de table à la page préédenteB � V-KAPPA LongueurCDR-IMGT des CDR Positions FréqueneCDR1-IMGT 5 31 10/166 32 96/1547 33 6/1110 36 15/1611 37 52/7512 38 17/20FR2-IMGT 55 91/292CDR2-IMGT 3 56 120/292CDR3-IMGT 7 1/18 107 23/249 107 229/25510 107 108 116 3/511 110 113 7/7C � V-LAMBDALongueurCDR-IMGT des CDR Positions FréqueneCDR1-IMGT 8 1/29 35 17/23FR2-IMGT 40 4/26CDR2-IMGT 3 56 6/26CDR3-IMGT 9 107 18/2311 107 109 2/212 1/1
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Figure 3.13: Moyenne quadratique des distanes entre les arbones alpha (RMSD) entre la formeliée et non liée à un antigène des CDR-IMGT de VH, de V-KAPPA + V-LAMBDA. 79 IGdi�érentes possédant des strutures en omplexe ave un antigène et des strutures sans antigèneont été utilisées.peuvent être impliquées dans la liaison à l'antigène, quels que soient le type de domaineet la longueur du CDR2-IMGT. Le CDR3-IMGT peut également entrer en ontat avel'antigène ave pratiquement toutes ses positions, quels que soient le type de domaine etla longueur du CDR3-IMGT. Même ave des CDR3-IMGT très long (jusqu'à 24 aidesaminés dans les données utilisées), les positions en ontat se situent aussi bien à lapointe de la boule que prohe de ses anrages. L'outil de visualisation en ligne fournit desinformations utiles sur les positions engagées fréquemment dans une interation spéi�que(liaison hydrogène ou ontats polaires e�etués par les atomes des haînes latérales) avel'antigène.3.5 Interfae des omplexes peptide/MHC.Les sites de liaisons du MHC-I et du MHC-II ont une struture similaire et les présen-tations des peptides omportent ertains points ommuns [17℄. L'orientation du peptidedans le site de liaison a été sujet à disussions lors des premières publiations des stru-tures 3D de peptide/MHC. En e�et des études théoriques ont montré que les peptidespourraient se lier dans les deux sens [54℄ mais atuellement une seule orientation a été67



La �gure ontinue à la page suivante68



La �gure ommene à la page préédente

Figure 3.14: Impliation des positions des domaines VH, V-LAMBDA et V-KAPPA dans laliaisons à l'antigène. Les Colliers de Perles IMGT sont oloriés linéairement depuis l'absene deontats (blan) au maximum de ontats renontrés (bleu). Un nombre di�érent de struturesest utilisé pour les positions dans les CDR-IMGT et les FR-IMGT, et les éhelles de ouleurs nepeuvent don être omparées entre elles. La Table 3.7 fournit le nombre de strutures utiliséesainsi que l'ourrene maximale renontrée.observée expérimentalement. L'extrémité N terminale du peptide étant prohe de l'extré-mité N terminal de l'hélie de G-ALPHA1 pour les MHC-I et de l'hélie de G-ALPHApour les MHC-II. Le mode de liaison des peptides présente également des di�érenes, neserait-e que par la longueur du peptide présenté.Peptide/MHC-I Les strutures 3D des peptide/MHC-I révèlent que le peptide estomplètement enfoui dans le site de liaison. Les extrémités N et C du peptide sont pro-fondément enfouies dans les pohes du MHC, tandis que la partie entrale peut sortir dusite de liaison [4℄. Ce mode de liaison implique que plus le peptide sera long et plus laliaison sera faible, e qui explique la limitation de la longueur du peptide. Les peptidestrouvés dans les strutures 3D de omplexes peptide/MHC-I ont en majorité une taille de9 aides aminés de longs. Certaines strutures RX (tel 1mh [55℄) présentent une liaison69



inhabituelle, ave la partie N-terminale du peptide quittant le site de liaison. La pohe àl'extrémité du site est alors oupée par le deuxième aide aminé du peptide.Peptide/MHC-II Contrairement aux MHC-I, les deux extrémités du site de liaisondu MHC-II sont ouvertes, e qui autorise le peptide à s'étendre au delà du site de liaison[17℄. La partie du peptide dans le site de liaison adopte une onformation polyproline-II-like et la partie en dehors du site de liaison est relativement désordonnée. Les peptidesse liant au MHC-II sont don en apparene plus long que eux se liant au MHC-I, maisseulement 9 résidus oupent réellement le site de liaison. La longueur des peptides enomplexe ave un MHC-II est de 6 à 18 aides aminés, lorsque la liaison peptidique desonstrution MHC-II-ALPHA_BETA-PEPTIDE n'est pas prise en ompte. Des modes deliaisons inhabituels sont parfois renontrés lorsque le peptide ne remplit que partiellementle site de liaison [56℄.3.5.1 Flexibilité du peptide dans le grooveLes strutures de peptide/MHC de IMGT/3Dstruture-DB (liste en annexe 159) ontété superposées grâe au programme ProFit en alignant toutes les positions des G-DOMAINs sauf les boules AB (position 14 à 18) et les boules CD (position 38 à 42).La distane entre les positions équivalentes des peptides a été mesurée entre toutes lespaires de strutures. La moyenne quadratique (RMSD) entre les positions du peptide aété alulée (Figure 3.15) pour les peptides de MHC-I de longueur 8, 9 et 10, et pour les9 positions des peptides situées dans le site de liaison du MHC-II. Toutes les strutures3D de peptide/MHC de IMGT/3Dstruture-DB ont été utilisées, sauf les strutures 3D1mh, 2lr, 1s7s, 1s7t, 1duy et 1s7r qui se lient de manière non usuelle au MHC au ni-veau de leur partie N-terminale. 114 strutures 3D de peptide/MHC-I et 44 strutures depeptide/MHC-II ont été superposées. Le RMSD moyen entre les arbones alpha des brinsdes G-DOMAINs est de 0,75Å pour le MHC-I et 0,84Å pour les MHC-II.La variabilité onformationnelle des peptides se liant au MHC-I dépend de la longueurdu peptide. Le RMSD des atomes de la haîne prinipale de es peptides de MHC estpour la plupart des positions, inférieur à 2.1Å, e qui avait déjà été noté [57℄. Les peptidesde 8 résidus se liant au MHC-I ont une onformation de haîne prinipale très similaire(RMSD global de 0.8Å) et les peptides de 10 résidus se liant au MHC-I sont plus �exibles(RMSD global de 2.5Å), en partiulier au niveau des positions 4 à 7. Les peptides de 9résidus se liant au MHC-I ont un omportement intermédiaire (RMSD global de 1,8Å),les postions 4 à 7 étant les plus �exibles. Dans le as des peptides se liant au MHC-II, leRMSD des atomes de la haîne prinipale est inférieur à 1,4Å, e qui souligne le peu devariabilité de la onformation de la haîne prinipale du peptide.3.5.2 Interation peptide/MHCLes statistiques des interations entre la haîne prinipale et les haînes latérales àl'interfae entre le peptide et le MHC révèlent que les interations entre les atomes des70



Figure 3.15: Moyenne quadratique des distanes entre les arbones alpha (RMSD) de haqueposition du peptide pour les peptides de longueur 8, 9 et 10 se liant au MHC-I et pour lespeptides se liant au MHC-II. La distane entre les positions du peptides sont alulées aprèssuperposition des G-DOMAINs pour toutes les strutures 3D étudiées. Le RMSD alulé deette manière est représenté par les retangles et la distane maximale observée est représentéepar une barre. La RMSD moyen résultant de la superposition des G-DOMAINs est représentéepar une ligne grise.haînes latérales du MHC ave les atomes de la haîne prinipale et des haînes latéralesdu peptides sont dominantes (Table 3.8). Adrian et al. 2002 [58℄ ont montré qu'à l'interfaeentre le peptide et le MHC-I, ave une distane maximale de ontat de 3Å les interationsentre les atomes des haînes latérales du MHC-I et les atomes de la haîne prinipale dupeptide sont prédominantes et que les distanes de ontat omprises entre 3,5 et 6Åsont prinipalement renontrés pour les interations entre les haînes latérales du MHC-Iet les haînes latérales du peptide. Les même statistiques appliquées au MHC-II montreque les interations à l'interfae entre le MHC et le peptide s'e�etuent également entreles atomes des haînes latérales du MHC et les atomes de la haîne prinipale et deshaînes latérales du peptide. Il faut noter la plus grande proportion, pour le MHC-II, desinterations entre les haînes latérales du MHC et la haîne prinipale du peptideLes Tables 3.9 et 3.10 présentent les statistiques des interations intervenant à l'inter-fae entre le peptide et le MHC. Les liaisons hydrogène onservées du MHC-I apparaissent71



entre les positions 77 et 84 du domaine G-ALPHA1, et les positions 59 et 70 du domaineG-ALPHA2, et les extrémités du peptide. L'étude de Bouvier et Wiley 1994 [59℄ soulignel'importane des ontats des extrémités du peptide en analysant l'énergie de liaison pro-venant des interations des aides aminés des parties N et C terminales du peptide, equi donne une expliation du mode de liaison onservé du MHC-II. Néanmoins Ahouret al. 2002 [60℄ montrent que les résidus terminaux ne sont pas toujours requis pour une�xation orrete.Les liaisons hydrogène onservées interviennent le long de tout le peptide se liant auMHC-II, e qui est en aord ave la onformation de la haîne prinipale très onser-vée. Les positions du MHC-II qui sont les partenaires de es liaisons hydrogène ne sontpar ontre pas forément onservés. Par exemple, auune position de MHC-II ne pos-sède de liaison hydrogène stritement onservé ave la position 5 du peptide, et pourtantette position e�etue toujours une liaison hydrogène à l'interfae. L'outil d'analyse desinterations onservés entre le peptide et le MHC permet de séletionner un seuil de re-présentativité de 40%, e qui montre que les positions 67 et 70 du G-BETA établissentdes liaisons hydrogène ave la position 5 du peptide dans 55% et 41% des strutures 3Dde peptide/MHC-II. La position 9 du peptide dans les strutures de peptide/MHC-II seomporte de façon similaire, elle établit au moins une liaison hydrogène ave le MHC-IIdans la plupart des strutures ave omme partenaires potentiels les positions 76 et 77 duTable 3.8: Nombre moyen de ontats à l'interfae entre peptide et MHC-I, et entre peptide etMHC-II. Les moyennes sont issues des statistiques de ontats aux interfaes de IMGT/3Dstru-ture-DB. MHC-I MHC-IIPaires de positions en ontats 57 91Positions du MHC impliquées 32 45Paires d'atomes en ontats polaires 68 103Paires d'atomes en liaison hydrogène 12 16Paires d'atomes en liaison hydrogène par l'in-termédiaire d'une moléule d'eau 4 3Paires d'atomes en ontats non polaires 514 692Chaînes prinipales du MHC et du peptide 6 63Contats entre haînes latérales du MHC/prinipale du peptide 254 305Contats entre haîne prinipale du MHC/haînes latérales du peptide 29 93Contats entre haînes latérales du MHC etdu peptide 293 334
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Table 3.9: Contats onservés des positions des domaines G-ALPHA1 et G-ALPHA2 du MHC-Iave des peptides de 8, 9, 10, 11, 13 et 14 résidus. Les olonnes suivantes ontiennent les positionsdu peptide en ontat dans plus de 80% des interfaes ave les résidus aux positions du MHC-Ide la seonde olonne. Les positions en gras signale une liaison hydrogène entre deux positionsonservées dans plus de 80% des interfaes. Une roix dans la olonne H indique que le résidu àette position du MHC-I e�etue une liaison hydrogène dans plus de 80% des interfaes.PeptideG-DOMAIN MHC-I H 8 9 10 11 13 14G-ALPHA1 5 1 1 1 1 1 17 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 3 1 29 5 3 2 3 4 2 359 1 1 1 1 1 163 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 266 1 2 3 4 2 3 4 2 3 4 1 2 3 4 2 4 5 6 7 10 2 3 470 3 4 5 3 3 4 5 2 3 4 10 1273 5 7 6 7 8 7 8 9 5 6 7 9 10 11 10 11 12 9 12 1377 X 6 7 8 8 9 9 10 10 11 11 12 13 12 13 1480 8 9 10 10 11 13 13 1481 8 9 10 11 13 1484 X 8 9 10 11 13 14G-ALPHA2 7 5 3 5 13 149 5 3 3 3 2 3 2 326 5 6 8 9 5 11 13 1433 8 9 10 11 13 1455 X 8 9 9 10 10 11 12 13 1458 8 8 9 9 10 10 11 12 13 13 1459 X 6 7 8 7 8 9 8 9 10 9 10 11 11 12 13 11 12 13 1463 6 7 8 6 9 3 9 10 11 5 1166 6 6 4 5 6 3 9 10 11 4 5 6 767 3 3 3 4 5 6 9 3 3 570 X 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 373 1 1 1 2 1 2 5 177 1 1 1 1 1 181 1 1 1 1 1 1
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Table 3.10: Contats onservés du peptide ave le MHC-II dans plus de 80% des interfaes.Les olonnes suivantes ontiennent les positions du MHC-II en ontat dans plus de 80% desinterfaes ave la position du peptide de la première olonne. Les positions en gras signale uneliaison hydrogène entre deux positions onservées dans plus de 80% des interfaes. Une roix dansla olonne H indique que le résidu de ette position du peptide e�etue une liaison hydrogènedans plus de 80% des interfaes.Position du peptide H G-ALPHA G-BETA1 X 26 34 47 60 61 62 76 77 812 X 26 62 72A 73 76 773 24 26 62 734 X 70 9 22 70 735 X 706 9 70 73 74 77 X 73 77 59 638 73 77 58 599 X 77 80 84 55 59G-ALPHA et les positions 5 et 55 du G-BETA.3.5.3 Sites de ontats IMGTLes moléules de MHC-I et de MHC-II possèdent des pohes de spéi�ité dans leursite de liaison où les haînes latérales des peptides peuvent s'anrer [61℄. La spéi�itéd'un peptide à un MHC partiulier est ontr�lée par les propriétés physio-himiques despohes. Inversement l'alignement des séquenes de peptides et les strutures 3D de pMHCrévèlent que l'anrage de ertaines positions du peptide est néessaire à la liaison d'unallèle partiulier de MHC. Néanmoins ertaines exeptions ont été relevées [62℄ [63℄ [56℄et des travaux réents ont montrés qu'une énergie d'interation forte entre peptide etMHC-I n'était pas néessaire pour délenher une réponse immune [63℄. Gulukota et al.1997 [64℄ ont fait la remarque que les motifs de liaisons détetés sur les alignements depeptide sont d'un usage très limité. En e�et ertains peptides ne présentant pas e motifpeuvent se lier et seulement 30% des peptides possédant le motif se lient e�etivement.Pour toutes es raisons nous avons hoisi de ne pas utiliser diretement la notion de pohe,mais de onsidérer les de ontats des haînes latérales du peptide. La omparaison dees environnements de ontats pour des peptides de MHC-I de longueur di�érente et despeptides de MHC-II fait apparaître des similitudes.Les méthodes préédentes de dé�nition des pohes [65℄ utilisaient essentiellement desdonnées de polymorphisme et quelques données struturales (9 strutures pour [65℄). Notredé�nition des environnements de ontats repose par ontre entièrement sur une dé�ni-tion struturale (114 strutures de peptide/MHC-I et 44 strutures de peptide/MHC-II).74



Le protoole permettant la dé�nition des sites de ontats est basé sur les analyses deontats de IMGT/3Dstruture-DB. Pour dé�nir les sites de ontats de haque positiondu peptide, le shéma de sore d'interation suivant a été appliqué : 40 points pour lesliaisons hydrogène direte, 20 points pour les liaisons hydrogène par l'intermédiaire d'unemoléule d'eau, 20 points pour les interations polaires et 1 point pour les interationsnon polaires, e qui orrespond globalement aux rapports énergétiques moyens [29℄. Pourune struture de peptide/MHC, la position du peptide qui donne le meilleur sore d'inter-ation ave haune des positions IMGT du MHC est alulée. Le umule de es sites deontats pour toutes les strutures 3D peptide/MHC est présenté dans la Table 3.12. Lespositions du MHC qui appartiennent à une position du peptide dans moins de 5 struturesont été éartées. Après avoir identi�é le premier résidu dans le site de liaison, le mêmeprotoole a été appliqué aux 9 résidus dans le site de liaison.Table 3.11: Dé�nition des sites de ontats de référene IMGT à partir des analyses de ontatsde IMGT/3Dstruture-DB. Les sites de ontats IMGT établissent une orrespondane entre lesenvironements struturaux des haînes latérales des peptide de taille di�érente et présentés pardes MHC de lasse di�érente. Ces orrespondanes ont été obtenues à partir des omparaisonsdes sites de ontats IMGT de référene (Figure 3.16).MHC-I MHC-I MHC-I MHC-IILongueur du peptide 8 9 10 9C2 2C3 2 2 2 3C4 3 3 3 4Sites C5 4 4 4 5de C6 5 5 5 6Contats C7 6C8 6 7C9 6 7 8 7C10 7 8 9 8C11 8 9 10 9La Table 3.11 présente la orrespondane entre les positions du peptide et les sites deontats pour les peptides de MHC-I et de MHC-II. Les di�érents sites de ontats sontdé�nis sur la Figure 3.16. La omparaison des positions impliquées pour les di�érentes lon-gueurs de peptide de MHC-I et pour les peptides de MHC-II fait lairement apparaître dessimilitudes qui ont permis de dé�nir les sites de ontats IMGT. Les sites de ontats sontdisponibles pour haque omplexe peptide/MHC d'une struture 3D donnée d'IMGT/3D-struture-DB et peuvent être omparés aux sites de ontats IMGT de référene (Figure3.16).Cette omparaison permet de faire apparaître les ontats atypiques.75



Table 3.12: Positions impliquées dans les sites de ontats de strutures 3D pMHC (e�etifs donnédans la table). Les nombres entre parenthèses désignent le nombre de fois où haque position desG-DOMAINs du MHC partiipe (nombre d'ourenes) au site de ontats.MHC-I (peptide de 8 résidus) [40 strutures 3D℄Peptide G-ALPHA1 G-ALPHA2C1 1 5(5) 7(2) 33(2) 58(2) 59(29) 62(20) 63(28)66(19) 70(1) 73(26) 77(35) 81(33)C3 2 7(26) 9(4) 22(1) 24(23) 45(25) 63(7) 66(6) 67(3)70(13) 9(8) 70(1)C4 3 67(1) 9(7) 24(14) 26(1) 63(14) 66(24) 67(40) 70(38)C5 4 62(1) 65(1) 66(10) 69(2) 70(5) 66(4)C6 5 7(8) 9(35) 22(25) 24(7) 66(1) 69(1) 70(22) 73(2)74(35) 7(38) 9(25) 24(26) 26(17)C9 6 73(2) 58(4) 59(18) 61A(10) 63(26) 66(10)C10 7 72(3) 73(28) 74(4) 76(29) 77(15) 80(7) 58(4)C11 8 74(1) 77(25) 80(16) 81(39) 84(23) 5(32) 6(1) 7(1) 26(22) 33(40) 34(10) 55(40)58(1) 59(22)MHC-I (peptide de 9 résidus) [85 strutures 3D℄Peptide G-ALPHA1 G-ALPHA2C1 1 5(8) 59(65) 62(41) 63(40) 66(19) 70(1) 73(69) 74(1) 77(79) 80(5) 81(78)C3 2 7(79) 9(53) 22(6) 24(25) 25(7) 26(7) 34(8) 36(2)45(70) 59(2) 63(44) 66(35) 67(58) 70(14) 9(17) 81(1)C4 3 7(2) 9(10) 24(1) 45(1) 63(1) 70(1) 7(14) 9(60) 24(28) 26(2) 63(9) 66(17) 67(48)70(81) 71(1)C5 4 62(3) 65(16) 66(22) 69(8) 70(4) 73(1) 9(1) 24(1) 63(1) 66(8) 67(1) 70(1) 73(1)C6 5 9(9) 66(2) 69(2) 70(22) 73(20) 74(19) 77(2) 7(19) 9(2) 24(2) 26(8) 59(1) 61A(2) 63(6)66(31) 67(21) 70(1)C8 6 7(4) 9(5) 22(4) 24(3) 65(2) 66(7) 67(1) 69(31)70(36) 72(1) 73(34) 74(16) 77(2) 7(24) 9(4) 24(8) 26(3) 45(1) 59(1) 61A(6)62(6) 63(11) 64(1) 66(11) 67(3)C9 7 9(3) 11(2) 70(3) 74(3) 5(2) 7(9) 24(11) 26(5) 45(5) 58(8) 59(46)61A(36) 62(3) 63(55) 66(10) 67(6)C10 8 72(11) 73(29) 76(62) 77(11) 80(24) 58(30) 61A(1)C11 9 70(2) 74(8) 77(70) 80(41) 81(81) 84(58) 5(56) 6(3) 7(5) 24(1) 26(65) 27(2) 28(1) 33(85)34(31) 55(84) 59(37)Fin de table à la page suivante
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Début de table à la page préédenteMHC-I (peptide de 10 résidus) [12 strutures 3D℄Peptide G-ALPHA1 G-ALPHA2C1 1 5(1) 58(1) 59(8) 62(8) 63(9) 66(1) 73(10) 76(1) 77(11) 81(11)C3 2 7(9) 9(7) 22(1) 24(2) 25(1) 26(1) 34(1) 36(1)45(9) 63(3) 66(4) 67(7) 70(1) 9(1)C4 3 7(3) 66(3) 9(10) 24(7) 67(1) 70(12)C5 4 65(1) 66(3) 73(1)C6 5 9(1) 66(1) 69(2) 70(6) 73(6) 74(6) 77(3) 7(6) 26(5) 59(2) 63(1) 66(2) 67(4) 69(1)C7 6 69(1) 70(2) 73(1) 59(1) 61A(2) 62(1) 63(3) 66(6) 67(2)C8 7 69(4) 70(2) 72(2) 73(2) 77(1) 7(3) 9(1) 24(2) 45(1) 59(1) 63(1) 66(1) 67(2)C9 8 58(3) 59(6) 61A(8) 63(7) 66(3)C10 9 72(1) 73(3) 76(12) 77(4) 80(5) 58(7)C11 10 77(4) 78(1) 80(6) 81(12) 84(10) 5(7) 7(1) 24(2) 26(7) 33(12) 34(2) 55(12) 59(2)MHC-II [44 strutures 3D℄Peptide G-ALPHA G-BETAC1 1 5(1) 7(3) 26(37) 33(23) 34(42) 47(39) 59(1)60(26) 61(9) 62(22) 77(35) 80(21) 81(35) 82(5) 84(17) 85(12) 86(1)C2 2 70(1) 72(1) 72A(39) 73(15) 76(36) 77(8)C3 3 7(17) 7A(3) 24(39) 26(5) 62(15) 63(3) 66(28)67(24) 69(9) 70(7)C4 4 7(21) 7A(4) 8(1) 9(41) 10(3) 11(11) 22(39) 23(2) 24(21)26(1) 66(16) 67(28) 70(35) 72A(1) 73(29)74(10)C5 5 66(3) 69(4) 70(6) 63(4) 66(14) 70(3)C6 6 7(3) 9(38) 69(5) 70(31) 71(4) 73(27) 74(42)77(7) 5(7) 6(1) 7(40) 9(3) 24(2) 26(12) 27(1) 33(1)67(1)C9 7 24(11) 26(11) 45(32) 59(33) 61B(4) 63(33)66(7) 67(12) 70(3)C10 8 72(2) 73(17) 76(28) 77(2) 80(1) 58(2) 61B(2)C11 9 76(3) 77(34) 78(1) 80(32) 81(32) 84(29) 5(26) 26(4) 27(1) 33(12) 34(3) 54(1) 55(36)58(2) 59(11)
77



Figure 3.16: Sites de ontats de référenes IMGT, de C1 à C11, pour les peptides de 8 aidesaminés lié à un MHC-I, les peptides de 9 aides aminés lié à un MHC-I, les peptides de 10 aidesaminés lié à un MHC-I, et pour les peptides liés aux MHC-II. Les sites de ontats désignent pourhaque position du MHC à l'interfae, la position du peptide ave laquelle il e�etue le ontatle plus énergétique. Ces �gures ont été établies à partir du umule des sites de ontats (Table3.12). Pour les positions du MHC partiipant à plusieurs sites de ontats dans ette table, lapartiipation à un site de ontat a été éartée quand son ourrene est inférieure à la moitiéde l'ourrene maximale (modi�é d'après Kaas et Lefran 2005 [33℄, Publiation 6).
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3.6 Interfae des omplexes TR/peptide/MHCPlusieurs études ont tenté de déterminer les règles globales gouvernant la formationdes omplexes TR/peptide/MHC [66℄ [67℄ [68℄. Les prinipes généraux de l'interation ontété dé�nis à partir des premières strutures 3D, le TR s'oriente de façon diagonale parrapport au peptide et sa position par rapport aux extrémités est variable [69℄. Sahantque la surfae du MHC n'est pas plane, les deux points les plus élevés, situés entre lesdeux hélies de haque G-DOMAIN, ontraignent stériquement l'approhe du TR versle peptide [39℄ [70℄. Les positions du TR et du MHC varient et jusqu'à présent auunprinipe permettant de prédire l'orientation préise du TR n'a pu être déouvert [71℄. Ene�et haque struture 3D de TR/peptide/MHC présente un mode de liaison du CDR3di�érent. Les deux CDR3 forment une avité qui est le site normal de liaison de l'antigènepour les V-PARTNER des IG. Mais e site n'est pas forément utilisé dans le as des TR,et la avité peut rester inoupée [70℄. Dans le omplexe JM22/peptide/HLA-A [71℄, leCDR3 du V-BETA se plae dans une ouverture entre le peptide et le MHC, tandis quedans le omplexe 2C/peptide/H2-K1 [72℄ le CDR3 du V-BETA possède peu de ontatsave le peptide. Généralement la partie entrale des peptides liées au MHC-I est aessibleau TR, mais dans la struture 1oga [71℄, le peptide expose prinipalement la haîne latéralede la position P8 située en bout de peptide. Atuellement 35 strutures 3D de omplexeTR/peptide/MHC ont été déterminées expérimentalement. Elles ont toutes été utiliséespour ette étude.3.6.1 Orientation du TR

Figure 3.17: Orientation des TR dans les strutures RX par rapport au MHC. Les extrémitésdes segments sont les projetés sur le plan du planher des entres des deux V-DOMAINs dehaque TR. Le rond noir au entre de haque segment symbolise le entre du V-PARTNER. lesdi�érents sigles délimitant les segments désignent les di�érents TR dont le nom est préisée dansla légende.L'angle formé entre le TR et le MHC a été alulé en dé�nissant deux plans. Un plan79



orrespondant au planher du MHC, dé�ni par deux veteurs dont les extrémités sontles arbones alpha des positions 27 et 21 de haque G-DOMAIN. Un plan globalementperpendiulaire aux feuillets des V-DOMAINs du TR, dé�ni par deux veteurs dont lesextrémités sont les arbones alpha des positions 47 et 104 de haque V-DOMAIN. L'orien-tation entre le TR et le MHC est mesuré par l'angle entre le premier veteur du plan duMHC et le projeté orthogonal du premier veteur du plan du TR sur le plan du MHC.Cet angle varie entre 26 et 75 degrés (Table 3.13, et Kaas et al. 2005 [53℄ Publiation5). La position du projeté orthogonal sur le plan du MHC du point à équidistane despositions 104 des V-DOMAINs est également alulé (Figure 3.17). Il avait été postuléque les MHC-I et MHC-II utilisaient des zones angulaires de liaison di�érentes, mais lastruture 1oga [71℄ qui présente un MHC-I se liant ave un angle de 70 degrés situé dansla zone des MHC-II démontre qu'il existe déjà des exeptions à ette règle.Table 3.13: Angles en degrés formés par le projeté de la droite passant par le entre des V-DOMAIN du TR et elui de la droite passant par l'axe du sillon du MHC. ID désigne l'identi�antdu �hier de oordonnées.MHC-I MHC-I MHC-IIID Angle ID Angle ID Angle1ao7 41 1g6r 27 1d9k 651qrn 41 1jtr 27 1j8h 531qse 42 2kb 29 1fyt 531qsf 43 1mwa 271bd2 57 1fo0 421lp9 75 1nam 421oga 71 1kj2 341mi5 45
3.6.2 Surfae enfouieLa surfae enfouie du TR et du pMHC est omparable (Table 3.14), e qui s'expliquepar la planéité de l'interfae d'interation. L'impliation relative des V-DOMAINs à l'in-terfae est variable. Dans 1ao7 le V-ALPHA possède une surfae enfouie deux fois plusimportante que le V-BETA, par ontre dans 1oga le V-BETA possède une surfae enfouiedeux fois plus importante que le V-ALPHA, et dans 1kj2 la surfae enfouie des deuxdomaines est pratiquement identique. La surfae d'interation entre le TR et le pMHCest une des plus petites parmi les omplexes dont la struture 3D est onnue [73℄, e quiest en aord ave la faible a�nité du omplexe [74℄ (KD ompris entre 10

−4 et 10
−6M).
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Figure 3.18: Positions du MHC en ontat ave les 6 CDR-IMGT dans toutes les strutures 3Dde omplexes TR/peptide/MHC onnues.

81



3.6.3 Positions en interationsLes analyses de ontats de IMGT/3Dstruture-DB ont été utilisées pour explorer lesontats par paires intervenant aux interfaes entre le TR et le MHC, et entre le TRet le peptide. Certaines positions du MHC et du TR sont impliquées dans toutes lesstrutures onnues de pMHC/TR mais le détail des paires de positions en interationn'est pas onservé. Toutes es positions appartiennent aux hélies pour le MHC (Figure3.18). Les positions du TR partiipant à l'interfae font essentiellement partie des CDRmais aussi à la boule ED, qui est parfois appelé HV4 (HyperVariable 4 ) et aux positionsd'anrages des boules (positions 26, 66 et 67). Pour haque struture RX, les pairesde positions en interations montre que le CDR2 du V-ALPHA se plae au niveau del'hélie du MHC-II G-BETA ou du MHC-I G-ALPHA2, et que le CDR2 du V-BETA seplae au niveau de l'hélie du MHC-II G-ALPHA ou du MHC-I G-ALPHA1. Comme ila été vu préédemment lors de l'examen de la surfae enfouie, la ontribution relativedes deux V-DOMAINs n'est pas onstante. Par exemple, dans la struture du omplexeTable 3.14: Surfaes enfouies en Å2 par les V-DOMAIN du TR et les G-DOMAIN du MHC, ainsique des réepteurs en entier. Elles ont été obtenues en e�etuant la di�érene entre la surfaeaessibe du domaine ou du réepteur isolément et dans le omplexe omplet TR/peptide/MHC.ID désigne l'identi�ant du �hier de oordonnées.MHC-IID TR V-ALPHA V-BETA MHC G-ALPHA1 G-ALPHA21ao7 1202,0 781,3 420,7 1141,9 766,3 375,61qrn 1181,1 737,0 444,1 1139,3 738,1 401,21qse 1185,8 742,2 443,6 1120,7 724,2 396,51qsf 1090,2 790,9 299,3 1041,4 796,3 245,11bd2 1049,6 685,1 364,5 1054,3 717,6 336,71oga 943,9 309,2 634,7 870,3 287,5 582,81mi5 1319,0 737,5 581,5 1239,8 726,0 513,81g6r 1032,3 535,4 496,9 1059,9 569,4 490,51lp9 1254,2 674,2 580,0 1107,0 620,4 486,61jtr 1151,1 613,9 537,2 1110,7 600,3 510,42kb 1099,4 621,1 478,3 1162,0 653,2 508,81mwa 1151,1 613,9 537,2 1110,7 600,3 510,41fo0 797,8 309,9 487,9 763,0 329,3 433,71nam 1014,3 541,2 473,1 945,2 500,6 444,61kj2 1065,3 552,7 512,6 1016,3 489,5 526,8MHC-II1d9k 1220,1 723,8 496,3 1154,7 659,2 495,51j8h 1259,6 608,1 651,5 1135,5 532,4 603,11fyt 1270,5 597,7 672,8 1181,4 521,4 660,082



Table 3.15: Nombre moyen de ontats entre le TR et le MHC. Les moyennes sont issues desstatistiques de ontats aux interfaes de IMGT/3Dstruture-DB.TR/MHCPaires de positions en ontats 43V-ALPHA V-BETAPositions du TR impliquées 13 11G-ALPHA1/G-ALPHA G-ALPHA2/G-BETAPositions du MHC impliquées 11 12Paires d'atomes en ontats polaires 48Paires d'atomes en liaison hydrogène 4Paires d'atomes en liaison hydrogène par l'in-termédiaire d'une moléule d'eau 2Paires d'atomes en ontats non polaires 275TR/peptidePaire de positions en ontats 20V-ALPHA V-BETAPositions du TR impliqués 6 6V-ALPHA V-BETAPositions du peptide impliqués 4 4Paires d'atomes en ontats polaires 25Paires d'atomes en liaison hydrogène 4Paires d'atomes en liaison hydrogène par l'in-termédiaire d'une moléule d'eau 2Paires d'atomes en ontats non polaires 131
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LC13/peptide/HLA-B (1m05), les deux V-DOMAINs ont une ontribution quasimentsymétrique. Par ontre, dans le as du omplexe JM22/peptide/HLA-A (1oga), le V-BETA aompli quasiment tous les ontats de l'interfae.Les interations entre les haînes latérales sont prépondérantes et les interations entreles haînes latérales et la haîne prinipale sont également très présentes. Le nombre moyende liaisons hydrogène est pratiquement identique à l'interfae TR/peptide et TR/MHC,e qui signi�e que le TR est aussi spéi�que du MHC que du peptide (Table 3.15).Les prinipes des interations TR/peptide/MHC sont loin d'avoir été ompris. L'étudedes interations entre le TR et le MHC ave les autres moléules de la synapse immunolo-gique pourraient ontribuer à élairir e problème. La ompréhension du délenhementdes ellules T fait le sujet de reherhes atives [75℄. La struture 3D 1jl4 [76℄, par exemple,est la première struture présentant une interation entre un MHC et un CD4, un oré-epteur qui augmente la sensibilité du omplexe TR/pMHC. Le oréepteur NKG2D estégalement très étudié ar il est impliqué dans la prolifération des tumeurs. Finalementla transdution du signal du réepteur T n'est pas enore très laire et la vision atuelleest que la transdution est réalisée soit par un réarrangement onformationnel des C-DOMAINs du TR [47℄, soit par un mouvement méanique de la membrane [75℄.3.7 ConlusionGrâe à la standardisation des données struturales introduite dans IMGT/3Dstru-ture-DB, les omparaisons de struture 3D de réepteurs d'antigènes à grande éhellesont désormais possibles. J'ai ainsi pu réaliser des statistiques sur la représentativités desdi�érents gènes, réepteurs et omplexes dans IMGT/3Dstruture-DB. J'ai mis en plaedes analyses des strutures 3D des domaines V, C et G au niveau de leur topologie, deleur omposition en aides aminés, de l'arrangement des feuillets dans le domaine, desvariations de leur onformation et de leurs ontats internes. L'arrangement des domainesdans les réepteurs a également été le sujet d'analyses statistiques. Les interfaes entre lesantigènes et les réepteurs d'antigènes ont été observées par des analyses des onformations(�exibilité du peptide dans le MHC, �exibilité des CDR des IG, orientation du TR sur leMHC), des surfaes enfouies et des interations.J'ai mis en plae un environnement informatique sous la forme de modules Perl fa-ilitant (1) la séletion de strutures 3D dans IMGT/3Dstruture-DB, (2) l'extrationdes oordonnées des atomes d'un réepteur, d'une haîne ou d'un domaine et de l'anti-gène assoié, (3) les alignements de séquenes entre domaines, (4) la superposition desstrutures 3D, (5) la réation de graphiques d'e�etifs de population et (6) le stokagedes données statistiques à jour dans des tables de IMGT/3Dstruture-DB. La séletiondes strutures 3D utilise des ritères de résolution, du nombre de positions sans oor-données, et de positions lés sans oordonnées, ainsi que l'algorithme de regroupementhlust, utilisant la méthode omplete, de l'environnement statistique R. Les alignementsde séquenes entre domaines utilisent la numérotation IMGT de haque position du do-maine dans IMGT/3Dstruture-DB. La superposition des domaines utilise le programmeProFit auquel est fourni un alignement de séquenes basé sur l'alignement des domaines.84



Certaines positions, fournies en paramètres, peuvent être exlues de la superposition stru-turale. Le module de réation des Colliers de Perles ainsi que les modules de gestion deIMGT/3Dstruture-DB sont également aessibles depuis et environnement. Tous esdéveloppements doivent également permettre une ériture simpli�ée de nouveaux sriptsd'analyse.J'ai réalisé une interfae Internet a�n de rendre toutes es données aessibles. Dansl'avenir, il devrait être possible de oupler diretement ette interfae Internet ave lesmodules failitant les analyses, e qui permettra à un utilisateur de développer lui mêmeune requête spéi�que. La mise à dispositions de es données standardisées et automa-tiquement mises à jour présente un intérêt d'autant plus important que le nombre destrutures tridimensionelles est en augmentation rapide. A�n de maintenir une ohérenesur la desription des données struturales des réepteurs d'antigènes, la base de donnéesIMGT/3Dstruture-DB et ses analyses statistiques assoiées apparaissent don ommeindispensables ar elles fournissent un sole ommun. Elles peuvent servir aussi bien auristallographe désireux de omparer les propriétées d'une nouvelle struture de réep-teur d'antigène qu'à un bioinformatiien herhant à modéliser la struture des omplexesimpliquant un réepteur d'antigène.Les données statistiques onstituent une soure d'information importante pour laonstrution et l'évaluation de modèles struturaux.
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Chapitre 4Modélisation peptide/MHC etTR/peptide/MHC.Les herheurs en immunologie travaillant sur une pathologie spéi�que doivent s'inté-resser à un grand nombre de peptides, de MHC et de TR. Pour les maladies auto-immunes,l'identi�ation des peptides antigéniques est di�ile ar des lasses entières de protéinessont potentiellement impliquées. De même, de vastes répertoires de ellules T peuventreonnaître un peptide/MHC donné, si bien que seuls des as de répertoires restreintssont analysables [77℄. Le nombre important de TR et de peptides a étudier rend l'analyseexpérimentale systématique de leurs interations impossible. Nous avons tenté de fournirune solution à e problème par une approhe entièrement struturale reposant sur la mo-délisation rapide des strutures 3D des omplexes peptide/MHC et TR/peptide/MHC.Pour ela nous avons prévu un protoole de modélisation (Figure 4.1) qui séletionnedes strutures 3D de TR et/ou de MHC dans IMGT/3Dstruture-DB. Ces struturesservent ensuite de référenes pour la onstrution de modèles de peptide/MHC-I ou depeptide/MHC-II, et également à la onstrution de modèles de TR avant de onstituer unomplexe TR/peptide/MHC. Nos e�orts se sont onentrés dans un premier temps surle développement de tehniques rapides de génération de onformations grâe à un algo-rithme de onstrution des haînes latérales, SCHISMo, et un algorithme de onstrutionde boules, LLIPA. Comme le montre la Figure 4.1, l'évaluation des modèles n'a pas enoreété développée mais quelques essais de lassi�ation des modèles de peptide/MHC-II utili-sant l'identi�ation des interations entre atomes de SCHISMo sont présentés. L'étape dedoking de la struture du TR sur elle du peptide/MHC utilisera les représentations sim-pli�ées hiérarhiques de haînes latérales de SCHISMo, a�n de limiter le nombre de entresd'interations et aussi pour prendre en ompte la �exibilité des haînes latérales (soft do-king [78℄). La �exibilité des boules pourra également être onsidérée par une approhemultiopie [79℄ grâe à l'ensemble de boules générés par LLIPA lors de la modélisation duTR isolé. Les méthodes préditives existantes de liaison peptide/MHC vont être d'abordprésentées, suivis de la modélisation des strutures 3D de peptide/MHC-II par l'algo-rithme SCHISMo et de la méthode de prédition des strutures 3D de peptide/MHC-I etdes CDR de TR par l'algorithme LLIPA. Pour es deux dernières parties, une bibliogra-86



phie sera développée onjointement à la desription de SCHISMo et LLIPA, suivie parquelques résultats de validation.A terme es outils de modélisation devront pouvoir être disponibles sur le serveur deIMGT/3Dstruture-DB, onstituant ainsi une approhe assez omplète des strutures 3Dde réepteurs d'antigènes, omprenant une base de données, des analyses statistiques etdes outils de modélisation.

Figure 4.1: Protoole de modélisation prévu pour les strutures 3D de peptide/MHC-I,peptide/MHC-II et TR/peptide/MHC. L'algorithme de modélisation des boules LLIPA est enbleu. L'algorithme de modélisation des haînes latérales SCHISMo est en vert. Ce dernier estégalement utilisé dans la modélisation de LLIPA et pourra être employé dans le doking du TRet du peptide/MHC. Les étapes en noir ne sont pas enore ahevées ou développées.
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donné. Gulukota et al. 1997 [64℄ font la remarque que l'utilisation des motifs de séquenede peptide est très limitante puisque ertains peptides ne présentant pas le motif identi�épeuvent néanmoins se lier et délenher la réponse immune, et inversement que seulementenviron 30% des peptides possédant le motif de liaison se lient e�etivement.Matrie d'évaluation dépendant de la positionPSSM Une quanti�ation plus �ne de la liaison est obtenue par des matries d'évalua-tion de la onordane entre un type d'aide aminé et une position du peptide (PSSM,Position Spei� Soring Matrix ). Plusieurs méthodes de dérivation des PSSM existent.La plus simple évalue le rapport des fréquenes d'un type d'aide aminé à une positiondonnée dans un groupe de peptides onnus pour se lier et dans un groupe de peptideonnus pour ne pas se lier [84℄. Ce rapport onstitue une mesure de la onordane entreun type d'aide aminé et une position du peptide, et la somme de ette mesure sur l'en-semble du peptide permet d'évaluer son a�nité. Parmi les serveurs utilisant une PSSM,on peut iter RANKPEP [85℄ qui dérive ses matries d'évaluation grâe aux programmesPROFILEWEIGHT [86℄ ou BLK2PSSM (dans la suite de programmes BLIMPS [87℄).Matries quantitatives Plusieurs groupes se sont intéressés à l'optimisation de PSSMpar rapport à des valeurs expérimentales (la matrie est alors appelée matrie quantita-tive). Gulukota et al. 1997 [64℄ utilisent une méthode simple de dérivation de PSSM pourdes peptides se liant au HLA-A2. Le sore attribué à un aide aminé oupant une positionest la moyenne des logarithmes des IC50 des peptides qui possèdent le même aide aminéà la même position. Parker et al. 1994 [88℄ dérivent des PSSM, employés dans le serveurProPred [89℄, par minimisation linéaire par rapport au temps de demi-vie d'assoiation.Etant donné le grand nombre de fateurs (aides aminés, positions) et du faible nombrede données expérimentales, ette méthode produit des matries très di�érentes suivantle jeu d'alignements employé [90℄. La méthode PLS (Partial Least Square) e�etue unerégression sur une matrie réduite (matrie des veteurs propres) et est beauoup plusrobuste dans les as ou les variables sont plus nombreuses que les données. Elle a étéemployée par Doythinova et Flower 2003 [90℄ sur des alignements de peptides de MHC-IIHLA-DRB1*0401 de JenPep [82℄ en orrélation ave les IC50. Le serveur MHCPred [91℄prédit quantitativement la liaison d'un peptide en se basant sur des matries dérivéespar PLS. Une autre méthode permettant de gérer le grand nombre de paramètres estl'analyse disriminante itérative (SDA, Stepwise Disriminant Analysis) qui séletionneles variables les plus informatives. Cette tehnique a été employée par Mallios 2001 [92℄sur des peptides se liant à HLA-DR1 extraits de MHCPEP [83℄. L'approhe de Udaka etal. 2000 [93℄ est beauoup plus expérimentale et onsiste à e�etuer expérimentalementun san positionnel en utilisant une librairie ombinatoire synthétique. L'a�nité (KB)de haque peptide omplexé ave un MHC H2-Kb, H2-Db et H2-Ld a ainsi été mesurée.En supposant l'indépendane de liaison de haque position, la ontribution à l'a�nitéde haque type d'aide aminé à une position donnée peut être déterminée. La matriequantitative ainsi obtenue fournit des sores globalement orrélés ave l'a�nité expéri-mentale. Pourtant ertains omplexes présentent une dérive assez importante à ause de89



la dépendane de liaison entre ertaines positions quand elles sont oupées par ertainsaides aminés.Classi�ation non supervisée Les méthodes de lassi�ation non supervisées per-mettent également de traiter les as où il existe un grand nombre de variables mais peude données. Les di�érentes approhes existantes omprennent les modèles de Markov a-hés HMM (Predit [94℄), les réseaux de neurones ANN [64℄ [95℄ et les mahines à veteursde supports SVM (SVMHC [96℄).Combinaison de tehniques Le reours à plusieurs tehniques permet en générald'atteindre une meilleure séletivité. Gulukota et al. 1997 [64℄ et Altuvia et al. 1995 [97℄ombinent deux approhes, les réseaux de neurones et l'utilisation de matries quanti-tatives. NhlaPred (http ://www.imteh.res.in/raghava/nhlapred/) utilise également uneombinaison de PSSM (ComPred) et de réseaux de neurones (ANNPred). Les peptidessont identi�és omme se liant fortement, modérément, faiblement ou ne se liant pas.Toutes es méthodes basées sur les alignements de séquenes de peptides sont spéi�quesd'alignements obtenus pour haque allèle de MHC, e qui restreint leur utilité aux allèlesles plus étudiés expérimentalement. L'établissement de orrélations entre la nature desaides aminés du peptide et les positions polymorphiques du MHC [98℄ permet d'avoir uneapprohe plus générale. Le manque de données expérimentales et surtout la supposition del'indépendane de liaison de haque position du peptide restent toujours problématique.4.1.2 ThreadingLa tehnique du threading onsiste à plaer dans la struture 3D d'une protéine lesaides aminés d'une séquene d'une autre protéine aux positions jugées équivalentes. C'estune tehnique très rapide ar la struture 3D n'est pas reonstruite, seules les informationsde proximité issues de la struture 3D sont employées pour évaluer la onformité entre lastruture et la séquene. Une matrie de substitution dépendant de la position (PSSM)dans la struture 3D est ainsi alulée.Altuvia et al. 1995 [97℄ utilisent le potentiel Miyazawa et Jernigan (MJ) [99℄ [100℄qui attribue une valeur �xe aux ontats entre deux types d'aides aminés (le entredes haînes latérales et une distane maximale de ontat de 6,5Å). Betanourt et Thi-rumalai 1999 [101℄ dérivent un potentiel basé sur elui de MJ mais qui prend mieux enompte les interations hydrophiles, e qui leur permet d'avoir une meilleur séletivité [102℄(serveur PREDEP http ://margalit.huji.a.il/). MHC-Thread (Brooks 1999 University ofAberdeen, http ://www.sd.abdn.a.uk/�gjlk/MHC-Thread/) est un serveur utilisant lethreading sur des HLA-DRB1, mais, la méthode n'ayant pas été publiée, les ritères deséletion restent inonnus. Les inonvénients majeurs de la tehnique du threading est dene pas onsidérer la �exibilité des moléules ainsi que les variations des ontats auséespar la mutation entre aides aminés de taille di�érente. Ainsi le threading employé sur90



une struture de MHC-I est approximatif sur les positions entrales du peptide [97℄ ar lepeptide y présente sa plus grande variabilité struturale (voir 3.5.1).4.1.3 Constrution de la struture 3D du omplexe peptide/MHCLes méthodes de onstrution expliite des oordonnées des atomes du peptide sedivisent en deux atégories, elles qui onstruisent les haînes latérales du peptide tout enprenant les oordonnées de la haîne prinipale dans une struture expérimentale, et lesméthodes qui reonstruisent omplètement l'ensemble des atomes en ne se servant que dela position approximative des résidus extrêmes (similaire à la onstrution d'une boule).Après onstrution du modèle, l'énergie d'interation est évaluée par di�érentes méthodesa�n de pouvoir lasser les peptides.Constrution des haînes latérales La onstrutions des haînes latérales peut s'ef-fetuer par optimisation soit dans l'espae ontinu des angles dièdres [103℄, e qui s'avèretrès long, soit en utilisant des onformères, des onformations disrètes des haînes la-térales. Plusieures approhes ont été réalisées en employant des programmes générauxde onstrution des haînes latérales. Ogata et al. 2002 [104℄ fait appel au programmeDESIGNER [105℄ qui utilise la bibliothèque de rotamères de Bower et al. 1997 [106℄ pourmodéliser des peptides dans HLA-A2. Kangueane et al. 2000 [107℄ et Lee et MConnell1995 [108℄ modélisent des peptides dans le MHC-I et le MHC-II grâe au programmeCARA de la suite LOOK (Moleular appliation group, Palo alto, CA) qui implémenteune optimisation d'ensemble ohérente (SCEO [109℄ qui est un reuit simulé1 de plusieuresonformations simultanément). Certains groupes ont dérivé des banques de rotamères spé-i�ques des MHC-I [110℄ [57℄ et ils observent une amélioration de leurs préditions.Diverses fontions évaluant l'énergie d'interation entre le peptide et le MHC, utilisantdes ombinaisons entre des termes de solvatation, életrostatique et de méanique moléu-laire, ont été employées. Vasmatzis et al. 1996 [103℄ ont reours à un terme de solvatation[111℄ et à un potentiel életrostatique de Coulomb. Rognan et al. 2000 [110℄ utilisent lafontion de méanique moléulaire de CHARMM [112℄ et un terme de solvatation dé-pendant de la surfae aessible. Shueler-Furman et al. 1998 [57℄ utilisent les termes devan der Waals et életrostatiques du hamp de fore OPLS [113℄. Kangueane et al. 2000[107℄ n'utilisent pas de fontion d'énergie de méanique moléulaire mais omptabilisentle nombre de hos stériques renontrés et le nombre de résidus hydrophobes exposés.Constrution de tout le peptide Les méthodes onstruisant entièrement les peptidesutilisent diverses méthodes de plaement des résidus terminaux. Tong et al. 2004 [114℄ont reours au plaement par mouvement brownien et Rosenfeld et al. 1993 [115℄ audoking par opies multiples. Desmet et al. 1997 [116℄ onstruisent le peptide entre les1Le reuit simulé est une méthode de reherhe onformationnelle onsistant à 'hau�er' virtuellementles moléules a�n de leur donner su�samment d'énergie pour franhir des barrières énergétiques, puis àrefroidir le système. Le mot 'reuit' provient de la tehnique de sidérurgie onsistant à hau�er du métalà blan puis à le refroidir lentement a�n de le rendre plus solide.91



résidus d'anrages par roissane de fragments et les haînes latérales par l'algorithmeDead End Elimination [95℄. Sezerman et al. 1993 [117℄ utilisent le programme de fermeturede boule CONGEN [118℄ et Tong et al. 2004 [114℄ utilisent l'algorithme implémenté dansMODELLER [119℄.Lorsque plusieurs modèles ont été onstruits, leur lassement a été réalisé soit parregroupement des onformations et en onsidérant la population dans haque groupe[114℄, soit en alulant l'énergie d'interation de type méanique moléulaire, par exempleave CHARMM [112℄ (utilisé par Desmet et al. 1997 [116℄) ou ave ICM [120℄ (utilisépar Tong et al. 2004 [114℄). Un potentiel d'énergie empirique spéi�que des interationspeptides-MHC (Fresno) utilisant 5 termes � liaison hydrogène, ontats lipophile, rota-tionnel, enfouissement des atomes polaires et désolvatation � a été dérivé [121℄ et sembleorretement orrélé ave l'énergie libre expérimentale. Cette fontion d'énergie permetune meilleure lassi�ation des peptides que les fontions d'énergie plus générale (Chem-sore, Dok, FlexX, Gold, Pmf et Sore) [122℄.4.2 Modélisation des peptide/MHC-II - Prédition dehaînes latérales par la méthode SCHISMoL'analyse de la onformation du peptide dans le site de liaison du MHC-II a montré quela onformation de la haîne prinipale du peptide était très onservée (setion 3.5.1 page70). La modélisation de la struture 3D du peptide dans le MHC-II onsiste don à prédirel'arrangement des haînes latérales du peptide et du MHC-II. Nous avons développé latehnique SCHISMo (Side Chain predition using a HIerarhy of Simpli�ed Models) demodélisation rapide des haînes latérales qui s'applique à l'obtention d'un grand nombrede strutures de peptides dans un MHC-II. Cette tehnique, de part sa rapidité, peutégalement être intégrée dans d'autres algorithmes de modélisation (doking, onstrutionde boules), a�n de simuler la �exibilité des haînes latérales.SCHISMo emploie une ombinaison de représentations simpli�ées des protéines [123℄[124℄. Les angles de valene et la taille des liaisons ovalentes sont maintenus à leurs valeursidéales. Des groupes d'atomes sont représentés par un seul entre d'interation. L'espaedes angles dièdres est parouru de façon disrète mais sans se limiter aux rotamères. Laprédition de la onformation des haînes latérales d'une protéine est un problème d'op-timisation partiulièrement di�ile. Depuis plus de 20 ans, de nombreuses méthodes ontété appliquées à e problème. Les tehniques employées peuvent être lassées en 3 grandsthèmes, les approximations de l'espae des onformations, l'évaluation des onformationset la stratégie de reherhe. Pour haun de es points, une bibliographie suinte desméthodes existantes est présentée, suivie de l'approhe qui a été développée ou hoisie.Le nombre de tehniques développées par la ommunauté sienti�que est très importantmais peu ont abouti à un programme librement aessible et faile d'utilisation. Parmieux-i on peut ité SCAP (http ://honiglab.mp.olumbia.edu, [125℄), SMD [126℄ etSCWRL [106℄ [127℄ qui est de loin le plus utilisé en raison de sa failité d'utilisation et desa rapidité. 92



4.2.1 Approximation de l'espae onformationnel des haînes la-téralesBibliographieLa détermination de l'ensemble des onformations des haînes latérales d'une protéinelassique dans l'espae ontinu des onformations est enore au delà de la puissane dealul atuellement aessible. Les tehniques d'exploration dans l'espae ontinu per-mettent de déterminer des hangements de onformations loales ausées par des muta-tions de haînes latérales [128℄. L'observation des onformations des haînes latérales dansles strutures RX a montré l'existene d'un nombre limité de formes anoniques, appeléesrotamères [129℄, orrespondant aux onformations de basse énergie. Une approximationouramment employée est de ne onsidérer que les rotamères de haque haîne latérale, equi simpli�e énormément la reherhe onformationnelle [129℄ [126℄ [130℄ [106℄ [131℄ [125℄.Pourtant de 5 à 30% des onformations de haînes latérales suivant le type de l'aideaminé observé dans les ristaux de bonne résolution ne se onforment pas aux struturesrotamériques anoniques en raison de ontraintes struturales loales [132℄. Ces onforma-tions hors rotamères anoniques sont partiulièrement importantes quand il s'agit d'éta-blir une orrélation entre les énergies de paking et la stabilité [133℄ [109℄. Mendes et al.1999 [134℄ ont développé un modèle de rotamères �exibles ave un ensemble ontinu deonformations qui se regroupent autour des rotamères 'lassiques'. Certaines méthodeshybrides permettent le passage des onformères, utilisés pour la reherhe initiale, à uneoptimisation des onformations dans l'espae ontinu [135℄. Une approximation ouram-ment employée pour simuler le paking des haînes latérales est que la haîne prinipaledoit rester �xe. Cette supposition n'est pas toujours étayée. Ainsi Eyal et al. 2003 [136℄montrent que, le plus souvent, une mutation fait dévier moins de deux rotamères deshaînes latérales environnantes mais que la haîne prinipale subit un déplaement. Pouren tenir ompte des approhes utilisant des onformations alternatives de la haîne prini-pale ont été implémentées [137℄ [138℄ [139℄. Par exemple, Zheng et al. 1994 [139℄ utilisentun éhantillonnage loal amélioré (loally enhaned sampling ou LES) et les proéduresmultiopies.Approhe SCHISMoA�n de onilier au mieux rapidité de la modélisation et préision des modèles, nousavons hoisi de développer une nouvelle méthode utilisant une représentation de plus enplus préise des haînes latérales protéiques au fur et à mesure que l'algorithme s'approhedes modèles optimaux. L'utilisation d'une représentation simpli�ée pour la prédition dela onformation des haînes latérales a déjà été dérite [140℄ mais elle-i s'appuyait surun seul pseudo atome pour haque haîne latérale. De même l'a�nement de modèlesmoléulaires grâe à des représentations de plus en plus préises a déjà été dérite pard'autres auteurs mais jamais de façon hiérarhique. Trois représentations sont implémen-tées dans SCHISMo : l'utilisation de pseudo atomes pour les haînes latérales [99℄ (e�etstérique), utilisation de plusieurs entres d'interations pour les haînes latérales longues93



ainsi que pour les entres d'interations hargés [141℄ [142℄ (�exibilité de haîne latéraleet interations polaires), et �nalement la représentation de tous les atomes lourds.Rédution de l'espae d'exploration Nous nous sommes intéressés à la rédution del'espae d'exploration des angles dièdres. Pour ela nous avons observé la répartition desatomes en positions delta, epsilon et zêta autour du arbone bêta. La Figure 4.2 présenteette répartition pour un parours ave un pas onstant des angles dièdres. L'atome enposition zêta parourt presque entièrement le volume d'une sphère et l'atome en positionepsilon parourt une portion de boule évidée. L'atome en position delta parourt uneportion de sphère. Parmi es trois distributions nous avons hoisi d'utiliser elle des atomesen position delta qui semble plus faile à dérire. La distribution des atomes en positiondelta montre que l'utilisation d'une exploration à pas onstant des angles dièdres auseune répartition inégale des oordonnées explorées. Une exploration plus e�ae de l'espaeest possible en plaçant d'abord les atomes en position delta uniformément sur leur sphèreavant de onsidérer la position des atomes gamma.La généralisation de la prise en ompte de deux angles dièdres simultanément estla suivante. Soient 3 segments de droites onséutifs. Les 4 sommets sont notés A, B,C et D (Figure 4.3). Les longueurs des segments et les angles diretes entre segmentsonséutifs sont onstants. Seuls les deux angles dièdres, dont les axes sont les segmentsAB et BC, sont variables. Si les oordonnées de A et B sont �xes dans l'espae, les positionsoupées par le point C dérivent un erle dans l'espae (grâe au premier angle dièdre).Les positions du point D dérivent une portion de sphère entrée sur le point B. En e�etla distane BD est onstante ar les distanes BC et DC sont onstantes et ar l'anglede valene BCD est onstant. Une bibliothèque de onformères peut être onstruite enutilisant ette propriété pour positionner les points D avant de aluler les positions despoints C. A haque point D peut orrespondre deux points C et C' (sauf pour les pointsD situé sur le bord de la portion de sphère qui ne orrespondent qu'à un seul point C).Les positions des points C et C' se déduisent aisément par un alul simple des positionsdes points D (voir Figure 4.3).Représentation à deux entres Pour la représentation des haînes latérales ave deuxentres au maximum, le premier entre est le arbone bêta et le deuxième est un pseudoatome représentant la moyenne des autres atomes (Figure 4.4). Trois groupes d'aidesaminés ont été onstitués. Le groupe B : les haînes latérales omportant uniquement unarbone bêta (alanine) ou un pseudo atome bêta (valine, ystéine, sérine, thréonine). Legroupe G : les haînes latérales omportant un pseudo atome gamma (leuine, isoleuine,phénylalanine, tyrosine, aide aspartique, asparagine, histidine). Le pseudo atome déritun erle dont le entre passe par la droite dé�nie par le arbone alpha et le arbonebêta. Le groupe D : les haînes latérales omportant un pseudo atome delta (méthionine,aide glutamique, glutamine, arginine, lysine, tryptophane). Le pseudo atome dérit uneportion de sphère entrée sur la arbone bêta. Les positions de et atome sont répartieséquitablement sur une sphère omme dérit préédemment. La proline est représentée parun pseudo arbone bêta. 94



Figure 4.2: Exploration à pas onstants de la position des atomes en position delta, epsilon etzêta autour de l'atome en position bêta de la lysine. La première �gure présente également laposition des atomes gamma (en bleu foné). Le premier angle dièdre, qui positionne l'atomegamma, ne parours que quelques degrés a�n de pouvoir observer une oupe de la répartition.L'azote de la haîne prinipale est en vert et le arbone bêta est en rouge.

Figure 4.3: Détermination des oordonnées de l'atome C dans une haîne A-B-C-D possédantdes longueurs de liaison et des angles de valene de valeur onstante. Deux solutions, notées Cet C', sont possibles. Les points b, C, C' et d sont oplanaires.95



Figure 4.4: Représentation à deux entres pour les aides aminés du groupe D et G (voir texte).Les 5 aides aminés du dessus appartiennent au groupe D et les 6 aides aminés du bas appar-tiennent au groupe G. Les atomes en blan représentent le arbone bêta (au entre), l'azote (àgauhe) et le arbone de la haîne prinipale lié à l'oxygène (vers le bas). Les positions des pseudoatomes sont olorées suivant leur représentativité dans les strutures RX, du bleu (jamais ob-servé) au rouge (le plus observé). A�n d'observer la répartition dans l'espae des représentationsà deux entres, la représentation orrespondant au tryptophane est présentée sous deux anglesde vue di�érents. 96



Dans la représentation à deux entres, de même que dans les représentations à plusieursentres et de tous les atomes lourds, les onformations induisant un ho stérique aveles atomes de la haîne prinipale ou ave les autres atomes de la haîne latérale sontéliminées.Représentation à plusieurs entres La représentation ave plusieurs entres utilisele arbone bêta et les pseudo atomes ou atomes représentant des groupes hargés oustériquement importants. Les onformères générés pour la représentation à deux entresservent de base au développement des représentations à plusieurs entres. Par rapportà la représentation préédente, des pseudo bêta sont développés en pseudo gamma, despseudo gamma sont développés en pseudo delta et des pseudo delta sont développés enpseudo êta. Les di�érenes ave la représentation à deux entres sont les suivantes.Au sein du groupe B, la sérine est représentée par son arbone bêta et les oxygènesgamma, qui se plaent sur un erle (pseudo gamma).Au sein du groupe G, le entre du yle benzénique et l'oxygène en position êta de latyrosine sont représentés par un pseudo gamma. L'aide aspartique et l'asparagine sontreprésentés par les deux atomes en position delta (deux oxygènes, et un oxygène et unazote respetivement) qui dérivent une portion de sphère. L'histidine est représentée parson azote en position delta et son azote en position epsilon, qui dérivent tous deux uneportion de sphère.Au sein du groupe D, l'aide glutamique et la glutamine sont dérits par le arbonebêta et leurs deux atomes hargés en epsilon. Les oordonnées dans l'espae de es atomeshargés sont alulées omme appartenant à des erles dont le entre appartient à ladroite passant par les arbones gamma et delta (qui dérit une portion de sphère). Lalysine est représentée par l'azote zêta, qui dérit une portion de sphère autour du arbonedelta, qui dérit lui aussi une portion de sphère autour du arbone bêta. Le groupementguanidinium de l'arginine est représenté de façon similaire par un pseudo atome zêta.Représentation tous atomes Pour la représentation ave tous les atomes lourds, laplupart des atomes peuvent être déduits de la position des atomes dans la représentationà plusieurs entres. Le positionnement de ertains atomes néessitent néanmoins une ex-ploration, omme les atomes des yles benzéniques de la phénylalanine et de la tyrosine,et les atomes du groupement guanidinium de l'arginine.Organisation hiérarhique des représentations Les di�érentes représentations sontonstruites de manière hiérarhique, 'est-à-dire qu'une onformation de la représentationà deux entres engendre des représentations à plusieurs entres qui engendrent des repré-sentations ave tous les atomes lourds. Toutes les onformations sont ainsi pré-aluléeset stokées sous la forme d'un arbre à plusieurs dimensions.Au sein d'une même représentation les oordonnées des atomes des onformations sontstokées dans di�érents niveaux de l'arbre qui orrespondent aux niveaux de onstrutiondes haînes latérales. Les feuilles orrespondent aux atomes ou pseudo atomes les pluséloignés du arbone alpha en suivant l'enhaînement des liaisons ovalentes.97



Le passage entre les di�érentes représentations s'e�etue entre les feuilles de l'arbrede représentation moins omplexe et un des niveaux de l'arbre de représentation plusomplexe.Les di�érentes onformations, à haque niveau de représentation ont été lassées sui-vant leur représentativité dans 48 strutures RX de peptide/MHC ayant une résolutioninférieur à 2Å (liste en annexe 167). Rognan et al. 2000 [110℄ notent que l'utilisationde strutures RX du MHC pour la onstrution des bibliothèques de rotamères permetd'obtenir des résultats bien meilleurs que l'utilisation de bibliothèques de rotamères géné-ralistes. La rédution du nombre de strutures RX peut être vue omme un inonvénientar elle limite l'exploration des onformères rares. Cependant la bibliothèque onstruitefait appel à une représentation simpli�ée qui doit permettre de regrouper les onformèresstruturellement prohes, et d'autre part elle ne se limite pas aux onformères renon-trés dans les strutures RX. Ces onformations non observées dans les strutures RXsont par ontre lassées aléatoirement. Une solution serait de lasser es onformationsà l'aide d'une énergie alulée au moyen d'un potentiel, e qui n'a pas été tenté. Un en-ombrement stérique important peut être la ause du rejet des onformations observéesexpérimentalement et le nombre de onformations pouvant onvenir est alors très réduit.En e�et les ontraintes stériques jouent alors le r�le d'un �ltre de séletion qui devraitêtre su�samment e�ae pour permettre la séletion d'un petit nombre de onformationsprohes parmi elles qui sont lassées aléatoirement. Chaque atome ou pseudo atome dela bibliothèque possède un rayon dérivé des paramètres de méanique moléulaire de AM-BER [143℄ et deux propriétés qualitatives : (1) hargé ou non, (2) aepteur ou donneurde liaisons hydrogène ou les deux. Ces paramètres sont utilisés au ours de la onstrutiondes haînes latérales a�n d'évaluer leurs interations.4.2.2 Stratégie de reherheBibliographieLes stratégies de reherhe de la ou des onformations d'énergie minimale sont dedeux types, la reherhe stohastique et la reherhe exhaustive loale. La ombinaisonde plusieurs algorithmes est souvent employée, un algorithme rapide de séletivité assezgrossière suivi d'un algorithme e�etuant une reherhe plus �ne. Mais, omme il a étédit préédemment auun algorithme optimal ne peut être utilisé pour une reherhe deonformation d'une protéine.Reherhe stohastique Les méthodes stohastiques font appel à : l'algorithme Me-tropolis Monte Carlo [144℄, l'algorithme famille-onformationelle Monte Carlo [145℄ quiutilise les onformations de basse énergie trouvées pour biaiser la reherhe, le reuit si-mulé ave dynamique moléulaire [133℄, les optimisations de hamp moyen [109℄ [139℄ [134℄[146℄ [147℄ qui sont des reuits simulés utilisant plusieurs onformations simultanément,les algorithmes génétiques et évolutifs [126℄ [135℄, l'algorithme A* [148℄ qui séletionne lesonformères en fontion de leur utilisation dans les onformations de basse et de hauteénergie. 98



Elagage de l'arbre des possibles et reherhe exhaustive loale Les algorithmesstohastiques ne permettent pas d'obtenir à oup sûr la onformation de plus basse éner-gie [149℄ et la reherhe exhaustive des onformations aessibles des haînes latéralesd'une protéine dépasse enore les apaités de alul atuelles. Par ontre les algorithmesdéterministes utilisant des bibliothèques de onformères et des règles simples permettentd'élaguer l'arbre des possibles. Ils sont largement utilisés par les algorithmes de modéli-sation des haînes latérales. La méthode la plus utilisée faisant usage de règles simplesest la méthode d'élimination de ul-de-sa (dead-end elimination) [116℄ [95℄ [150℄ [149℄[151℄ [148℄. Looger et Hellinga 2001 [151℄ présentent une revue des di�érents théorèmesd'éliminations des ul-de-sa qui tirent avantage de la déomposition par paire de la fon-tion d'énergie. Pour identi�er le minimum global d'énergie, des ritères sur l'énergie sontemployés pour déteter les ouples (position, onformation) qui ne peuvent faire partiedu minimum global. Lorsque l'algorithme ne onverge pas, lorsque les ritères de séletionne permettent pas de réduire la reherhe à une seule onformation, les onformationsrestantes sont explorées à l'aide d'autres algorithmes tel que le branh and bound [152℄ oule branh-and-terminate [150℄. L'algorithme branh and bound est employé pour élaguerl'arbre de reherhe de la onformation d'énergie minimum. Cet algorithme permet d'a�r-mer qu'une branhe ne pourra donner un résultat supérieur à un seuil sans devoir alulerles résultats de toutes les feuilles. L'algorithme branh and terminate est une variante del'algorithme branh and bound où les ritères d'élagage sont appliqués séquentiellementà haque niveau de l'arbre, depuis la raine jusqu'aux feuilles, e qui est plus rapide. Lathéorie des graphes a également été employée par Canutesu et al. 2003 [127℄ pour diviserle problème d'optimisation en plusieurs optimisations loales. Un graphe des positions eninterations est onstruit et déomposé en sous-graphes bionnexes, par la suite onsidérésomme des 'super résidus', dans lesquels la reherhe de la onformation de plus basseénergie peut être e�etuée de manière exhaustive.Reherhe dans l'arbre des SCHISMoL'algorithme de reherhe que nous avons employé est très simple et se base sur uneoptimisation loale de haque haîne latérale utilisant en partie une reherhe stohastique.Xiang et Honig 2001 [125℄ suggèrent que l'e�aité et la préision de la modélisation deshaînes latérales dépend surtout de la préision de la bibliothèque de onformères ettrès peu de l'algorithme de reherhe. Notre méthode est heuristique, 'est-à-dire qu'elleemploie des règles simples permettant d'obtenir rapidement une solution qui doit êtreprohe de la solution optimale sans toutefois l'atteindre à oup sûr.Constrution d'une représentation d'une seule haîne latérale La onstrutiond'une haîne latérale simpli�ée s'e�etue par l'algorithme heuristique suivant (Figure 4.5).Les onformations sont parourues dans l'ordre déroissant de leur lassement. Une onfor-mation présentant une interation de harges ave un atome externe à la haîne latéraleest retenue si elle ne présente pas de hos stériques et est diretement retournée ommesolution. Une onformation présentant une liaison hydrogène ave un atome externe à lahaîne latérale en onstrution est retenue si il n'y a pas de hos stériques et elle est99



retournée omme résultat si les inq onformations suivantes ne présentent pas d'inter-ation de harge. Une onformation présentant une interation de type van der Waalsest retenue et retournée omme résultat si auun ho stérique n'est déouvert et si lesinquante onformations suivantes ne séletionnent pas une onformation présentant uneliaison hydrogène ou une interation de harge, omme dérit préédemment. Si toutes lesonformations sont parourues et que toutes engendrent des hos stériques, la onforma-tion présentant le moins de hos stériques est retournée omme résultat. La réation desonformations utilise un déoupage de l'espae par des boites d'atomes a�n d'aélérer lareherhe des atomes en ho stérique.Constrution des haînes latérales du peptide/MHC Pour onstruire les haîneslatérales du peptide et du MHC, la stratégie suivante est employée (Figure 4.5). La onfor-mation à deux entres la plus prohe de la onformation de la struture RX de référeneest déterminée pour haque position du MHC. Les onformations deux entres du peptidesont réées séquentiellement depuis le résidu N-terminal jusqu'au résidu C-terminal. Leshos stériques sont évalués et sont résolus ave l'algorithme dérit dans le paragraphesuivant. Les haînes latérales à plusieurs entres engendrées par les haînes latérales àdeux entres sont onstruites depuis le résidu N-terminal jusqu'au résidu C-terminal.Les haînes latérales sont reonstruites à nouveau mais en tenant ompte de toutes leshaînes latérales à deux entres onstruites, e qui permet la mise en plae des intera-tion spéi�ques. Les hos stériques sont évalués et sont résolus par l'algorithme déritdans le paragraphe suivant. Les haînes latérales ave tous les atomes lourds engendréespar les haînes latérales à plusieurs entres sont onstruites depuis le résidu N-terminaljusqu'au résidu C-terminal. Les haînes latérales sont reonstruites à nouveau mais entenant ompte de toutes les haînes latérales multientres onstruites, e qui permet lamise en plae des interations spéi�ques. Les hos stériques sont évalués et sont résolusave l'algorithme dérit dans le paragraphe suivant.Résolution des hos stériques La résolution des hos stériques est traitée par unalgorithme stohastique. Les di�érentes haînes latérales sont lassées dans trois listes,la liste des haînes latérales présentant des hos stériques, la liste des haînes latéralesappartenant à la même boite d'atomes que les haînes latérales en ho stérique (le voi-sinage) et les autres haînes latérales. Un tirage biaisé est e�etué en regroupant es 3listes, une haîne latérale en ho stérique ayant un poids de 500, une haîne latéraledans le voisinage des haînes latérales en hos stérique ayant un poids de 150 et leshaînes latérales autres ayant un poids de 1. La haîne latérale tirée est reonstruite etses hos stériques sont évalués. Les 3 listes de haînes latérales sont réévaluées et l'algo-rithme s'arrête si la liste des haînes latérales en hos stériques est vide ou si plus de 300haînes latérales ont été reonstruites. Les valeurs de seuils pour les poids entre groupeet le nombre maximal de haînes latérales reonstruites ont été trouvées par tâtonnementmais peuvent être aisément modi�ées par l'utilisateur.
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Figure 4.5: Protoole de onstrution des haînes latérales par l'algorithme SCHISMo.101



4.2.3 Evaluation des onformationsBibliographieLes énergies d'interations, 'est-à-dire le potentiel de van der Waals et le potentieléletrostatique, peuvent être dérivées des potentiels physiques lassiques tel que le hampde fore d'AMBER ou de CHARMM [135℄ [148℄ [146℄ [125℄ [144℄ [127℄. Les potentiels deLennard-Jones donnent d'exellents résultats pour les groupements enfouis tels que lesaides aminés non polaires du oeur de la protéine mais pas pour les haînes latéralesexposées ou les haînes latérales polaires enfouies [133℄. Vasquez 1996 [132℄ remarque quela prise en ompte des liaisons hydrogène o�re une faible, voire auune, amélioration.Liang et Grishin 2002 [144℄ développent une fontion d'évaluation prenant en ompte lasurfae de ontat, les volumes de reouvrement, la dépendane par rapport à la haîneprinipale, les interations életrostatiques et l'énergie de désolvatation. La pondérationentre es di�érents termes a fait l'objet d'une optimisation a�n d'obtenir le plus petitRMS entre la onformation la mieux lassée et la struture RX. L'utilisation d'une biblio-thèque de rotamères réduit la dépendane à la fontion d'énergie ar les bibliothèques neontiennent que des onformations énergétiquement favorables. L'énergie moyenne de laonformation peut être simulée par le logarithme de la probabilité de la population de ro-tamères dépendant de la haîne prinipale [153℄ [148℄. Par ontre les algorithmes utilisantdes onformations en dehors des rotamères doivent utiliser un potentiel de torsion [135℄.Xiang et Honig 2001 [125℄ ont montré qu'une fontion d'énergie grossière est su�santepour déterminer la onformation des haînes latérales enfouies.Approhe utilisée pour l'évaluation des SCHISMoNotre proédure de onstrution des haînes latérales alule l'ensemble des intera-tions réalisées par haque haîne latérale. Basé sur es résultats, un sore d'interationpeut être assoié à haque peptide. Ce sore est une simple ombinaison linéaire du nombrede liaisons hydrogènes, du nombre d'interations de harge et du nombre de ontats devan der Waals.
Score1 = A.NbLH + B.NbCharges + C.NbV dW + D.NbchocsLes valeurs des fateurs A, B et C sont 20, 20 et 1, respetivement, qui sont les valeursutilisées pour l'évaluation des sites de ontats IMGT (setion 3.5.3 page 74). Le fateurD a été pris à -50 et le shéma de sore est noté (20,20,1,-50). Un autre shéma de sorea été essayé, (100, 30, 1, -600), qui pénalise de façon plus importante les hos stériqueset favorise les interations polaires.4.2.4 RésultatsModélisation de strutures RXLa méthode de onstrution des haînes latérales SCHISMo a été omparée à l'algo-rithme SCWRL [106℄ [127℄. Les haînes latérales de 28 strutures RX de peptide/MHC102



ont été reonstruites par les deux méthodes, les temps de alul évalués et la moyennequadratique des distane entre les atomes de la struture RX et des modèles a été alulée.Les résultats sont rassemblés dans le Tableau 4.1.La méthode SCHISMo obtient une préision omparable à l'algorithme de SCWRLmais ave un temps de alul inférieur et plus onstant. Il faut noter que le hargement dela bibliothèque onstitue la majorité du temps d'exéution de SCHISMo, soit environ 2.5ssur 3.0s de temps d'exéution. Une fois la bibliothèque en mémoire, la génération d'ungrand nombre de onformation est don beauoup plus rapide ave SCHISMo qu'aveSCWRL. Comme dérit préédemment, SCWRL emploie une méthode reposant sur lathéorie des graphes pour réduire le problème à la reherhe exhaustive du plaement deshaînes latérales parmi un nombre réduit d'aides aminés. La rédution n'est pas toujourse�ae e qui peut expliquer les strutures pour lesquelles auun résultat n'est obtenu aubout d'une heure. Une autre raison possible est l'existene de strutures ristallines malrésolues. En e�et la tehnique de di�ration des rayons X permet de diserner la loali-sation approximative des atomes et la struture qui en résulte peut présenter des hosstériques parfois important entre atomes [154℄. SCWRL ne parvient don pas à réduireentièrement les hos stériques ar ela néessiterait de déplaer ertains atomes de lahaîne prinipale tandis que les représentations simpli�ées de SCHISMo permettent de'gommer' transitoirement es hos stériques. La méthode SCHISMo n'a pas pour objetifde résoudre tous les problèmes de hos stériques, e qui permet de traiter e genre deproblème très similaire à eux renontrés dans les modèles de moyenne résolution, et lastruture obtenue pourra être a�née à une étape ultérieure (par exemple une dynamiquemoléulaire ou un reuit simulé). L'objetif de rapidité est atteint et les haînes laté-rales sont reonstruites ave une préision raisonnable. L'examen des modèles onstruitpar SCHISMo révèle que les haînes latérales enfouies sont mieux reonstruites que leshaînes latérales exposées au solvant. Les interations à l'interfae sont don à prioriorretement modélisées puisqu'elles font essentiellement intervenir des haînes latéralesenfouies. L'appliation de la méthode à des tehniques de doking n'est pas remise enause puisqu'elle est su�samment rapide pour pouvoir être appliquée fréquemment. Leshaînes latérales exposées seront mieux modélisées lors de l'approhe du ligand.Evaluation de la liaison de peptidesLa séletivité de la fontion d'énergie très simple, basée sur le nombre d'interations,a été évaluée en onsidérant les omplexes entre le MHC-II DRB1*0401 et des peptidesgénérés aléatoirement et onnus pour se lier à et allèle de MHC. Mille séquenes depeptides ont été générées aléatoirement et 70 séquenes de peptides se liant expérimen-talement à DRB1*0401 ont été extraits de la base SYFPEITHI [81℄. Les modèles de tousles omplexes ont été générés et les énergies sont reportées sur la Figure 4.7.Une faible séletivité est observée ave le shéma de sore (20, 20, 1, -50). En e�et, pourune séletion de 50% des peptides de séquenes aléatoires (énergie de 12000), seulement52% des peptides se liant e�etivement sont séletionnés. Ave le shéma de sore (100,30, 1, -600), qui pénalise de façon plus importante les hos stériques et favorise lesinterations polaires, la séletivité est un peu meilleure. Pour une séletion de 50% des103



Table 4.1: Comparaison de la méthode SCHISMo et de l'algorithme SCWRL pour la préditiondes haînes latérales à l'aide de la moyenne quadratique des distanes (RMSD) entre les atomesde strutures RX de pMHC et des modèles onstruits par la méthode SCHISMo et SCWRL,et des temps de alul en minutes :seondes. La olonne de droite donne des résultats pour laméthode SCHISMo pour lesquelles SCWRL n'a pu donner de résultats au bout d'une heure dealul. Les aluls ont été e�etués sur un Pentium 1.6GHz.SCHISMo SCWRL SCHISMoID RMSD Temps RMSD Temps ID RMSD Temps1a6a 1,16 0 :03.07 1,35 0 :21.35 1kt2 1,73 0 :04.481aqd 1,35 0 :03.04 1,12 0 :10.38 1ktd 1,69 0 :04.721bx2 1,17 0 :02.73 1,41 0 :04.89 1lnu 1,73 0 :04.131d5m 1,32 0 :03.08 1,22 0 :05.70 1es0 1,59 0 :04.551d5x 1,07 0 :02.97 1,25 0 :05.45 1fne 1,71 0 :04.681d5z 0,98 0 :03.00 1,27 0 :04.90 1fng 1,77 0 :04.581d6e 1,12 0 :03.02 1,32 0 :06.28 1i3r 1,71 0 :04.531d9k 1,33 0 :02.74 1,46 0 :04.71 1,70 0 :04.521dlh 1,40 0 :03.06 1,33 0 :04.571fv1 1,35 0 :03.07 1,19 0 :11.851fyt 1,28 0 :02.73 1,29 0 :10.041hqr 1,30 0 :03.06 1,44 0 :04.661iak 1,29 0 :03.03 1,32 0 :10.671j8h 1,25 0 :03.04 1,33 0 :05.441jk8 1,36 0 :03.06 1,29 0 :04.761jl4 1,32 0 :03.01 1,33 0 :05.401jwm 1,23 0 :03.03 1,34 0 :04.871jwu 1,30 0 :03.02 1,31 0 :05.311k2d 1,15 0 :03.08 1,27 0 :05.141kg0 1,32 0 :03.02 1,37 0 :05.741klg 1,38 0 :03.01 1,37 0 :04.661lo5 1,25 0 :03.03 1,36 0 :04.361r5w 1,34 0 :03.03 1,51 0 :05.771s9v 1,34 0 :03.03 1,32 0 :04.401t5w 1,22 0 :03.02 1,29 0 :05.271t5x 1,24 0 :03.03 1,26 0 :05.291uvq 1,28 0 :03.03 1,35 0 :05.142seb 1,30 0 :03.05 1,48 0 :04.731,25 0 :03.00 1,33 0 :06.49
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Figure 4.6: Représentations SCHISMo lors de la onstrution des haînes latérales dupeptide/MHC-II de 1fyt. En haut la représentation à deux entres (haînes latérales en rouge). Aumilieu représentation multientres (haînes latérales en bleu). En bas représentation tous atomeslourds (haînes latérales en vert) ave une superposition des représentations à deux entres et àplusieurs entres. 105



Figure 4.7: Energie des modèles peptide/HLA-DRB1*0401 ave 1000 peptides de séquene aléa-toire (à gauhe) et de 70 peptides se liant expérimentalement (à droite). L'énergie est obtenueà partir d'une ombinaison linéaire des interations renontrées dans le omplexe. Le graphiquedu bas orrespond à l'emploi du shéma de sores suivant : 20 points pour les interations entreatomes polaires, 20 points pour les liaisons hydrogènes, 1 point pour les interations de van derWaals, et -50 points pour les hos stériques. Le graphique du haut orrespond à l'emploi dushéma de sores suivant : 100 points pour les interations entre atomes polaires, 30 points pourles liaisons hydrogènes, 1 point pour les interations de van der Waals, et -600 points pour leshos stériques. 106



peptides de séquenes aléatoires (énergie de 12500), 65% des peptides se liant e�etivementsont séletionnés.La fontion d'énergie employée est très basique et e résultat n'est pas surprenant.Une optimisation des paramètres de la ombinaison linéaire permettrait d'améliorer sen-siblement es résultats. Finalement, l'utilisation de fontions plus omplexes utilisant deshamps de fore de méanique moléulaire et des énergies de solvatation empiriques de-vraient théoriquement permettre d'obtenir de meilleures préditions.4.3 Modélisation des peptide/MHC-I et des boulesdu TR � Constrution de boules par la méthodeLLIPALe peptide lié au MHC-I présente une bonne onservation de la position des résidusextrêmes du peptide dans le sillon du MHC (setion 3.5.1 page 70). La onformation de lapartie entrale du peptide est par ontre beauoup plus �exible pour les peptides au-delàde 9 résidus. Les peptides de longueur 8 présentent une aussi bonne onservation de lahaîne prinipale que les peptides liés au MHC-II, et peuvent don être modélisés avele même algorithme que dans la setion préédente. Les variations de onformation despeptides plus longs présentent toutes les aratéristiques d'une boule, 'est pourquoi eproblème de modélisation a été onsidéré en même temps que elui de la onformationdes boules du TR. Des tests préliminaires de modélisation des boules du TR, réalisésave le logiiel MODELLER [119℄, a fait apparaître la néessité d'un nouvel algorithme deonstrution de boules. En e�et l'algorithme de MODELLER néessite plusieurs heuresde aluls et la génération de nombreuses onformations alternatives avant d'être sûr degénérer au moins une onformation de boule prohe de la onformation native. Notrealgorithme de prédition de boules, LLIPA (Loop predition using a LIbrary of Pairs ofdihedral Angles), emprunte ertaines aratéristiques à l'algorithme SCHISMo. Il utiliseune librairie de onformations de haînes prinipales de dipeptides ave une exploratione�ae de l'espae aessible.4.3.1 Prédition de la onformation des boules � BibliographieLa prédition de la onformation de boules a été soure de reherhes atives dès lesprémisses de la modélisation moléulaire informatique [155℄. Les tehniques de modéli-sation de boules proèdent pour la plupart en 2 ou 3 grandes étapes, la génération desonformations des boules, éventuellement le regroupement des onformations qui sonttrès prohes et �nalement une lassi�ation des boules suivant des ritères énergétiquesou suivant un rible. Les méthodes de génération de onformations se lassent en troisgroupes, (1) la fermeture de petites boules de 3 ou 4 résidus, (2) la modélisation deboules basée sur des bases de données de onformations observées expérimentalement et(3) la modélisation ab-initio. 107



Fermeture de boule Les algorithmes de fermeture de boules fontionnent soit enreherhant par un alul analytique toutes les solutions de fermeture de boules ave unnombre �ni d'angles dièdres (travaux de Go et Sheraga 1970 [155℄), soit en utilisant unereherhe onformationnelle. Les équations analytiques de Wedemeyer et Sheraga 1999[156℄ permettent de aluler les angles dièdres d'une fermeture de boule à 3 résidus. Il estintéressant de noter, qu'ils trouvent empiriquement que les boules de 3 résidus (6 degrésde liberté ar l'angle oméga est maintenu onstant) n'ont au maximum que 8 onforma-tions solutions, bien que les raisons exates de ette propriété demeurent obsures [156℄.La résolution analytique de leur système d'équations néessite de trouver les raines d'unpolyn�me de degré 16. Comme il n'existe pas de méthode de résolution exate d'un telpolyn�me dans le as général, la reherhe de solutions est e�etuée par la méthode deNewton. Le degré élevé du polyn�me ne permet pas d'avoir une bonne préision sur lavaleur des angles dièdres, e qui onduit à de nombreux as sans solutions [157℄. Unesolution est d'aorder une ertaine variabilité aux angles dièdres et d'e�etuer une mi-nimisation �nale sous ontraintes a�n d'obtenir une fermeture exate [158℄. La reherheonformationnelle dans l'espae des angles dièdres néessite moins de aluls que la résolu-tion analytique ar elle proède par une unique optimisation. Le plus souvent, la fermetureest e�etuée par une minimisation énergétique [159℄ ou une reherhe type Monte Carlo[160℄, ave éventuellement un potentiel harmonique de fermeture [161℄. Zheng et al. 1993[162℄ ont développé une tehnique de fermeture de boule par déformation des longueursde liaisons a�n de satisfaire les ontraintes de distane de fermeture, puis relaxation deslongueurs de liaisons sous ontraintes (utilisé notamment par [163℄). Canutesu et Jr Dun-brak 2003 [157℄ appliquent un algorithme utilisé en robotique pour la manipulation debras méaniques. La valeur de haque angle dièdre est suessivement alulée de manièreà satisfaire au mieux des ontraintes de fermeture.Modélisation utilisant les onformations d'une base de données Les études surles onformations de boules dans les bases de données de strutures 3D ont montré qu'iln'existait qu'un nombre limité de onformations aessibles pour les petites boules [164℄.Cette observation permet de modéliser les boules de onformations inonnues à partir desonformations observées expérimentalement [165℄. La modélisation utilisant une base dedonnées proède en deux étapes [159℄, la séletion des onformations de la base de donnéesqui pourraient onvenir puis l'adaptation de la onformation pour obtenir une orrespon-dane des extrémités de la boule ave le reste de la struture. La séletion de onfor-mations fait appel à des ritères géométriques et à des ritères de séquene. Les ritèresgéométriques onernent les positions d'anrages de la boule, telles que les distanes entreles atomes des positions d'anrage ou de plusieurs positions en amont des positions d'an-rage, ou des ritères angulaires sur le départ des boules [166℄. Les ritères de séqueneonernent essentiellement la taille de la boule mais également la omposition en aidesaminés pour les bases de données ave une identi�ation des positions struturalement im-portantes (SDR) [167℄ [168℄. L'appliation de tehniques de threading permet de prendreen ompte l'environnement loal de haque position de la boule [128℄, omme implémentédans le serveur FREAD (http ://www-ryst.bio.am.a.uk/gi-bin/oda/fread.gi). Ces108



tehniques permettent d'obtenir la haîne prinipale de la boule, tandis que les haîneslatérales doivent être onstruites par des algorithmes dédiés [106℄ [125℄. Cette approhede onstrution des boules est limitée par le nombre de onformations présentes dansles bases de données, et tout partiulièrement pour la modélisation des grandes boules.Une solution proposée est de onstruire les boules par parties, les �ans de la boule sontonstruits grâe à des onformations trouvées dans une base de données, puis la boule estfermée par un algorithme de fermeture de boules. Dans l'approhe lassique, l'algorithmede fermeture de boules est employé pour parfaire l'adaptation des anrages au reste dela struture, tandis que dans ette approhe pour les longues boules il est employé pourfermer l'apex de la boule. D'autres solutions s'appuient sur une approhe mixte utilisantdes bases de données et de méthodes servant pour la onstrution ab-initio [169℄ [170℄.Modélisation ab-initio des boules protéiques Les méthodes ab-initio produisentdes onformations de boules soit par reherhe dans l'espae des angles dièdres de lahaîne prinipale, soit par minimisation ou exploration onformationnelle de boules gé-nérées aléatoirement.Bruoleri et Karplus 1987 [118℄ ont implémenté dans le programme CONGEN unereherhe dans l'espae des angles dièdres ave un pas d'exploration onstant. D'autresalgorithmes utilisent des bibliothèques de rotamères de haîne prinipale observés dansdes strutures RX de protéines [171℄ [160℄ [172℄ au lieu d'explorer exhaustivement lesangles dièdres. Ave es tehniques le nombre total de onformations augmente de façonexponentielle ave la taille de la boule à onstruire. Pour y remédier CONGEN tronquesa reherhe quand sa fontion d'énergie indique qu'un fragment de boule en onstrutionest d'énergie trop défavorable. DePristo et al. 2003 [160℄ ne onstruisent pas toutes lesonformations mais seulement les plus probables grâe à un algorithme de plani�ationdes tâhes, dit Round-Robin, e qui se révèle plus e�ae qu'une exploration exhaustive.Un autre problème de e type de tehnique veut que l'utilisation d'une exploration aveun pas disret ou une bibliothèque de onformations peuvent ne pas réussir à trouverune onformation sans ho stérique. Jaobson et al. 2004 [172℄ utilisent une bibliothèquetrès �ne, ave lors de la onstrution des angles dièdres, une étape de regroupement parl'algorithme K-means des onformations générées sans ho stérique. Ce regroupementpermet d'obtenir un temps de alul raisonnable tout en n'exluant pas les onformationsles plus isolées. Deane et Blundell 2000 [173℄ développent une approhe originale où toutesles onformations de peptides jusqu'à 12 aides aminés de long et sans ho stérique sontpréalulées exhaustivement et entrées dans une base de données. Les fragments sontlassés suivant la représentativité des fragments protéiques dans les strutures RX. Cestehniques de reherhe dans les angles dièdres impliquent une disrétisation de et espaequi ne peut être parouru de manière ontinue.La deuxième grande tehnique de modélisation ab-initio de boules est la minimisa-tion de onformations générées aléatoirement. Des onformations aléatoires peuvent êtreobtenues en prenant des onformations de boules dans une base de données, en hoi-sissant aléatoirement des angles phi/psi [157℄ ou en plaçant uniformément les atomes dela haîne prinipale entre les extrémités de la boule et en appliquant une dérive aléa-109



toire aux oordonnées artésiennes des atomes [119℄. Certains méthodes se ontententensuite d'appliquer un algorithme de fermeture de boules au segment protéique généréaléatoirement [157℄. Plus lassiquement, la minimisation est e�etuée par un protoole deminimisation énergétique utilisant un hamp de fore omplet ou des potentiels simpli�és[154℄. Les tehniques lassiques d'exploration onformationnelle ont également été utili-sées : la dynamique moléulaire [174℄, le reuit simulé [175℄ [161℄, et les simulations deMonte Carlo [176℄ [120℄ [177℄. La méthode des perturbations minimales par "torsion aléa-toire" (random tweak) permet de modi�er simultanément tous les angles dièdres jusqu'àe que les ontraintes de distanes de fermeture soient satisfaites. Zheng et al. 1994 [139℄implémentent la méthode des opies multiples [79℄ qui permet la minimisation simultanéed'un ensemble de boules générées aléatoirement. Le reste de la protéine interagit avel'e�et moyen de toutes les opies de boules, tandis que les boules n'interagissent qu'avele reste de la protéine et pas entre elles. Une extension de et algorithme appliquée auxIG est la modélisation simultanée des 6 CDR, haque CDR n'interagissant qu'ave l'e�etmoyen des autres CDR [139℄.Classi�ation des onformations produites La dernière étape de la modélisation deboules est la lassi�ation des nombreuses onformations générées grâe à une sore ouune énergie. Cette étape est souvent ouplée ave une minimisation d'énergie qui permetde régler les légères irrégularités de struture (hos stériques) provenant par exemplede l'utilisation de valeurs disrètes des angles dièdres. Le problème de la lassi�ationdes di�érentes onformations est onsidéré omme plus omplexe que la génération desonformations. En e�et un algorithme parourant exhaustivement l'espae des angles di-èdres ave un pas su�samment �n générera assurément une onformation très prohede elle observée expérimentalement. Par ontre auune méthode ne permet, ne serait-eque théoriquement, de séletionner la onformation la plus prohe de la onformationexpérimentale, e qui s'avère en pratique très subtile. A�n de pouvoir omparer haqueméthode de séletion, des jeux de onformations de boules ont été réés et partagés surinternet (site Deoys'R us, http ://dd.stanford.edu). Les potentiels peuvent se lasser endeux grands groupes, les potentiels physiques et les potentiels statistiques.Les potentiels physiques les plus utilisés sont issus des hamps de fore de méaniquemoléulaire, tels que AMBER, CHARMM ou GROMOS. Aux potentiels de méaniquemoléulaire s'ajoutent des tehniques permettant de prendre en ompte la solvatationdes protéines par des méthodes permettant de simuler l'ation de l'eau de façon impli-ite (énergie de solvatation proportionelle à la surfae aessible ou méthode GeneralizedBorn). Martin et al. 1989 [169℄ utilisent, pour la modélisation des CDR des IG, une ver-sion modi�ée des paramètres de méanique moléulaire de GROMOS ainsi qu'un terme desolvatation dépendant de la surfae aessible de haque atome. van Vlijmen et Karplus1997 [166℄ utilisent les paramètres de CHARMM ave un potentiel de van der Waals 9-6,'est à dire qui pénalise moins les hos stériques. Jaobson et al. 2004 [172℄ e�etuent uneminimisation d'énergie des boules ave le hamps de fore OPLS [113℄ et la méthode desolvatation impliite Surfae Generalized Born [178℄. de Bakker et al. 2003 [179℄ utilisentles paramètres de AMBER et la méthode de solvatation impliite Generalized Born Sur-110



fae Area GBSA. Ces derniers testent l'utilité des termes de solvatation pour la séletiondes boules et ils onluent qu'ils prourent une amélioration substantielle. Pellequer etChen 1997 [180℄ utilisent sur des CDR d'IG le hamps de fore de CHARMM ave unalul de la ontribution életrostatique par les équations de Poisson Boltzmann de dif-férene �nie et la ontribution non polaire à la solvatation par un terme proportionnel àla surfae aessible. Ils remarquent que le terme de solvatation oriente la séletion despetites boules vers des boules non natives.Les potentiels statistiques peuvent reonnaître impliitement les e�ets physio-himiquesomplexes tels que les e�ets hydrophobes. L'avantage majeur des potentiels statistiquesest qu'ils ne sont pas aussi sensibles que les physiques sur des petits déplaements loaux.Bien que leur validation ne soit pas très laire [181℄, ils ont été appliqués ave suès àla reonnaissane de repliement, au repliement ab initio et au doking protéine-protéine[182℄. Les potentiels basés sur les résidus représentent les résidus par un site d'interationunique, e qui est plus approprié au threading. Les potentiels atomiques permettent euxde prendre en ompte tous les atomes et ainsi de disriminer des di�érenes de strutureplus subtiles [183℄. Le potentiel statistiques RAPDF [184℄ a été dérivé spéi�quement pourla lassi�ation des boules. Il a été utilisé par de Bakker et al. 2003 [179℄ et Deane etBlundell 2000 [173℄. de Bakker et al. 2003 [179℄ ont montré que l'utilisation de RAPDFétait beauoup plus rapide que l'utilisation de AMBER et GBSA mais beauoup moinsperformant. Ils onluent que RAPDF peut être utilisé omme une première étape deséletion a�n d'éliminer la plupart des onformations. Fiser et al. 2000 [185℄ utilisent laméanique moléulaire de CHARMM et une approximation des interations non lianteset de solvatation par un potentiel statistique par paires. Abagyan et Totrov 1994 [120℄utilisent des potentiels statistiques sur les angles dièdres et une tehnique assoiée de mi-nimisation dans l'espae des angles dièdres. La prise en ompte de la �exibilité des boulesdans le terme entropique est important pour la lassi�ation des boules. Cette �exibilitéest di�ile à quanti�er sans avoir reours à la dynamique moléulaire. Xiang et al. 2002[186℄ proposent une méthode originale pour prendre en ompte l'entropie onformation-nelle dans le alul de l'énergie en ne onsidérant que les distanes struturales entre lesonformations de boules générées (énergie de olonie). Ils notent une forte orrélationentre leur énergie et le RMSD à la onformation native. En dehors du alul d'énergie,des méthodes de lassi�ations non supervisées peuvent être utilisées, bien qu'elles nepermettent pas de quanti�er la liaison. Rezko et al. 1995 [187℄ ont entraîné un réseaude neurones sur les séquenes et les strutures de boules similaires aux CDR3 de haînelourde des IG. Pour 7 boules sur 20 il obtiennent des boules prédites ave un RMSDinférieur à 2Å.4.3.2 Algorithme LLIPANotre approhe de modélisation fait partie des méthodes de modélisation ab-initio parreherhe dans l'espae des angles dièdres. Elle a pour but la génération d'un ensembleonformationnel de boules ayant une résolution moyenne. L'ensemble de onformationsmodélisées doit ontenir des boules su�samment prohes des strutures natives mais et111



ensemble doit également être le plus réduit possible au ontraire des méthodes de la mêmeatégorie qui génèrent un nombre très important de boules. La séletion des boules lesplus représentatives est un problème très di�ile qui est en partie enore ouvert. Larédution du nombre de boules apparaît don omme partiulièrement important puis-qu'une bonne lassi�ation des onformations générées néessite l'utilisation de fontionsd'énergies gourmandes en temps de aluls [179℄. Les boules sont des éléments par nature�exibles, et leurs oordonnées dans les strutures RX résultent souvent d'une moyenne(omme le montre le fateur de température). De plus, les simulations de dynamique mo-léulaire qui utilisent les strutures RX omme onformation de départ enregistrent desdéviations importantes des onformations des boules. L'obtention de boules ave unerésolution moyenne, qui s'éartent légèrement de la struture RX, n'est don pas à prioriabsurde.Bibliothèque de paires d'angles dièdres Une bibliothèque de onformères de lahaîne prinipale a été onstruite de la même manière que les bibliothèques de onformèresdes haînes latérales. Connaissant les oordonnées du arbones alpha (CA) et du arbonerelié à l'oxygène (C) d'un aide aminé , les positions du arbone C de l'aide aminé suivantdérivent une portion de sphère entrée sur le arbone C du premier aide aminé. En e�etla liaison peptidique étant onsidérée omme plane, deux angles dièdres séparent deux C.Le arbone alpha du deuxième résidu dérit un erle et sa position peut être aluléeen fontion de elle du arbone C (Figure 4.3). Les oordonnées de l'azote et de l'oxygènede la haîne prinipale se déduisent de la position des atomes dont les oordonnées sontdéjà onnues (Figure 4.8).Les onformations ont été lassées suivant leur représentativité dans 250 struturesRX de résolution inférieure à 2Å extraites de IMGT/3Dstruture-DB (Figure 4.9) (listeen annexe 168).Une deuxième bibliothèque de paires d'angles dièdres a été onstruite à l'identiquemais pour la onstrution dans le sens inverse, de la partie C-terminale vers la partieN-terminale de la boule. Elle permet de onstruire à partir des oordonnées du arbonealpha d'un aide aminé, elles de l'azote de l'aide aminé préédent, puis elles du arbonealpha et du arbone C de l'aide aminé préédent.Constrution d'une boule Une onformation de boule est obtenue par une onstru-tion par réurrene de haque aide aminé. Pour un aide aminé, le premier atome de lalibrairie est onstruit, 'est-à-dire le arbone C dans le sens diret et l'azote dans le sensindiret. La distane entre et atome et l'extrémité de la boule à atteindre est alu-lée, et son inompatibilité ave la fermeture de la boule ause l'arrêt de la onstrutionpar réurrene. Les distanes maximales autorisées entre l'extrémité de la boule et lesatomes en onstrutions sont alulées en onstruisant un peptide en onformation éten-due orrespondant aux aides aminés de la boule. Les deux positions alternatives desautres atomes (N, CA et O dans le sens diret, C, CA et O dans le sens indiret) sontdéterminées suessivement. Pour haune, la haîne latérale SCHISMo à deux entres estonstruite et les hos stériques entre les atomes reonstruits et tous les atomes présents112



Figure 4.8: Constrution de la haîne prinipale par la méthode LLIPA, de la partie N-terminalevers la partie C-terminale, et de la partie C-terminale vers la partie N-terminale. L'atome enrouge est le premier à être onstruit suivi des atomes en bleu.(e qui inlut la partie de boule déjà onstruite) sont évalués. Si auun ho stériquen'est déteté, la réurrene se poursuit par la onstrution de l'aide aminé suivant. A la�n de la réurrene, la onformation de la boule est enregistrée si (1) les atomes de lahaîne prinipale du dernier aide aminé sont à moins 0.5Å des atomes orrespondantsde l'aide aminé d'anrage et (2) si auune onformation préalablement enregistrée n'està moins de 1Å de RMSD sur les arbones alpha.Comme pour l'algorithme SCHISMo, des boîtes d'atomes sont onstituées pour réduirele temps de alul et aussi pour aluler les prohes voisins des haînes en ho stérique.Constrution des boules La bibliothèque de onformations de paires d'angles dièdresétant lassée suivant la fréquene d'observation des onformations dans les strutures RX,le rang dans la bibliothèque est utilisé pour onstruire en premier lieu les boules les plus'probables'. Cette approhe est très similaire à elle de l'algorithme de Round Robinutilisé par DePristo et al. 2003 [160℄. L'algorithme onstruit les boules dont la sommedes rangs des onformations de haque aide aminé est égale à une valeur donnée. Ahaque itération, la somme des rangs à atteindre est augmentée, et des onformations deplus en plus rares sont utilisées.Lors de la onstrution d'une onformation d'un aide aminé, seules les onformationsdont les rangs sont ompatibles sont parourues. A ette �n, la somme des rangs despositions préédentes est omparée à la somme à atteindre et aux rangs maximaux desaides aminés enore à onstruire.L'algorithme s'arrête quand toutes les onformations ont été explorées ou quand lenombre de onformations générées orrespond à une valeur fournie en entrée. Cei permetla génération d'ensembles onformationnels dont la population maximale est spéi�ée parl'utilisateur. En outre les onformations générées sont elles qui utilisent les onformationsloales les plus fréquemment observées dans les strutures RX.
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Figure 4.9: Librairie de onformations pour la onstrution direte de N vers C pour haque typed'aide aminé. L'atome blan au entre représente le arbone C, et l'atome blan vers le haut (etvers le fond) est l'azote de la haîne prinipale. Les positions des atomes C du résidu suivant sontolorés suivant leur représentativité dans les struture RX, du bleu (jamais observé) au rouge (leplus observé). 114



4.3.3 Modélisation de peptides dans les strutures RXUne méthode lassique de modélisation des régions �exibles est la dynamique moléu-laire mais elle est mal adaptée au as des peptide/MHC-I ar le peptide se situe dans unenvironnement stériquement très enombré. Enhâssées dans la revasse formée par lesdeux G-DOMAINs, les haînes latérales du peptide oupent di�érentes pohes. Le pas-sage d'une onformation à une autre plus éloignée néessite d'extraire les haînes latéralesde es pohes, e qui est énergétiquement très défavorable. Une méthode de générationab-initio de boules, tel que LLIPA, devrait par ontre permettre de mieux parourirl'espae onformationnel aessible.La stratégie mise en plae emploie la représentation à deux entres SCHISMo et ap-plique l'algorithme de onstrution de boule LLIPA entre les deux aides aminés extrêmesdu peptide. L'éhantillonnage onformationnel est le problème majeur qui peut être ren-ontré ar le sillon du MHC est très enombré et LLIPA utilise une bibliothèque disrète deonformères. L'utilisation de la représentation simpli�ée à deux entres devrait permettred'éviter les hos stériques trop nombreux.A�n de tester la méthode nous avons reonstruit la onformation de tous les peptidesde 10 aides aminés se liant au MHC-I de IMGT/3Dstruture-DB. L'enombrement sté-rique important du MHC réduit grandement le nombre de onformations aessibles etseulement 60 peptides ont été générés par l'algorithme. La génération a été e�etuée dansle sens diret, de la partie N-terminale vers la partie C-terminale. Le plus petit RMSDentre les onformations générées et la struture RX, ainsi que le numéro de la onformationde boule orrespondante ont été reportés dans la Table 4.2.La plupart des ensembles onformationnels générés possèdent une onformation àmoins de 2Å de RMSD (arbone alpha et oxygène de la haîne prinipale) de la stru-ture RX. Le rang de la meilleure onformation est, de plus, souvent inférieur à 40 (3as au-dessus), e qui on�rme que la génération de 60 onformations était su�sante. Laméthode réussit don à produire orretement des onformations de peptides prohes desonformations natives.4.3.4 Modélisation des boules de reonnaissane du TRLe même protoole que préédemment est appliqué à la modélisation des boules hy-pervariables des TR de 18 omplexes MHC/peptide/TR de strutures tridimensionnellesonnues. Les moléules d'eau ont été retirées ar elles ne sont pas ompatibles ave l'ob-tention de modèles de résolution moyenne et peuvent in�uener de façon trop importanteles onformations générées.Nous faisons la supposition que l'espae aessible à haque boule est moins ontraintstériquement que dans le as de la modélisation du peptide. Par onséquent les boulesdoivent présenter plus de onformations de paires de dièdres fréquemment renontréesdans les strutures RX. En onséquene, seulement 20 onformations ont été généréespour haque CDR-IMGT.Les Tables 4.3 et 4.4 présentent les meilleurs RMSD ainsi que les performanes obte-nues pour les aluls des CDR1-IMGT et CDR3-IMGT pour les TR dans les 18 omplexes115



Table 4.2: Moyenne quadratique des distanes (RMSD) entre les arbones alpha et les oxygènesde la haîne prinipale de strutures RX du peptide et des modèles onstruits par la méthodeLLIPA. Le numéro de génération (rang) est fourni. Soixante onformations ont été générées pourhaque struture RX et le meilleur RMSD est présenté. Les strutures RX (identi�ant dans laolonne ID), possèdent toutes des peptides de 10 aides aminés.ID RMSD Rang1bii 2,0 91ddh 2,0 161hhh 1,5 311i4f 1,6 421jf1 1,7 331jgd 1,5 171n3n 1,5 281qo3 1,7 161qvo 2,2 411tm 1,8 251wbx 1,4 381wby 1,5 432lr 1,6 23TR/peptide/MHC. Les boules de CDR1-IMGT ont une longueur omprise entre 7 et 9et les RMSD (arbone alpha et oxygène de la haîne prinipale) sont le plus souvent infé-rieurs à 2Å, e qui rend ompte de la proximité des onformations de la haîne prinipaleave la struture native. Les temps de aluls sont majoritairement inférieurs à 4 minuteset 70% ont un temps inférieur à 3 minutes. L'objetif de rapidité et de préision sembledon atteint pour les boules de CDR1-IMGT du TR.Les RMSD présentés par les CDR3-IMGT sont plus importants que pour les CDR1-IMGT mais les boules à modéliser sont bien plus grandes. Le RMSD moyen est de 2.6Å,e qui, ompte tenu de la longueur des boules à modéliser, n'est pas exessif. Plus dela moitié des modélisations ont un temps de alul inférieur à 5 minutes. L'algorithmeLLIPA réussit don à modéliser la plupart des CDR3-IMGT onformément aux objetifs�xés bien que à quatre reprises le temps de alul ait été supérieur à 10 minutes etque ertains RMSD approhent les 4Å sans toutefois les atteindre. Le omportement del'algorithme lors de es dernières modélisations est plus hétérogène en performane. Uneparamétrisation supplémentaire est dans doute néessaire pour régler au mieux le nombremaximal de onformations à générer suivant la taille et l'environnement strutural de laboule.Plusieurs des meilleures onformations présentent un rang assez élevé. L'utilisationdu rang omme ritère de séletion relève de la supposition que les interations de laboule ne sont pas su�samment énergétiques pour faire dévier les haînes prinipales deleurs onformations d'énergie les plus basses. Les rangs élevés renontrés dans les grandes116



Figure 4.10: Modèle de la boule CDR3-IMGT du V-BETA de 1d9k_B (en rouge) et la strutureRX (CDR3-IMGT en bleu). Le modèle a été séletionné parmi les vingt onformations qui ontété générées par la méthode LLIPA et le modèle présenté est elui qui est le plus prohe de lastruture RX (le RMSD des arbones alpha et de l'oxygène de la haîne prinipale est de 2.0Å).boules tendraient à prouver que leur énergies d'interation ompensent l'utilisation deonformères de haîne prinipale d'énergie plus élevée.4.4 ConlusionA�n de pouvoir identi�er des peptides antigéniques dans un nombre important deprotéines et étudier des répertoires de TR spéi�ques d'un peptide/MHC, un protoolede modélisation des strutures 3D de peptide/MHC et de TR/peptide/MHC a été en-trepris. Parmi les di�érentes étapes de e protoole, j'ai onentré mes e�orts sur ledéveloppement de nouveaux algorithmes de modélisation de haînes latérales et de mo-délisation de boules. Ces algorithmes sont néessaires a�n d'atteindre une rapidité suf-�sante pour la modélisation des strutures 3D de grands ensembles de peptide/MHC oude TR/peptide/MHC.La tehnique employée pour la reonstrution des haînes latérales, SCHISMo, utilisedes représentations de haînes latérales de plus en plus omplexes au fur et à mesurede l'a�nement du modèle. Pour ela une librairie de onformations de haînes latéralessimpli�ées a été onstruite. Elle présente trois niveaux interonnetés de simpli�ations117



Table 4.3: Moyenne quadratique des distanes (RMSD) entre les atomes de strutures RX duCDR1-IMGT de V-ALPHA et V-BETA et des modèles onstruits par la méthode LLIPA. Le nu-méro de génération (rang) et la durée de génération des 20 onformations (en minutes :seondes)sont indiqués. Les aluls ont été e�etués sur un Pentium 1,6GHz.CDR1-IMGTV-ALPHA V-BETAID Taille RMSD Rang Temps Taille RMSD Rang Temps1ao7 8 1,2 5 1 :26 7 1,2 11 1 :061bd2 8 1,1 9 1 :15 7 1,3 6 1 :211d9k 8 1,3 9 10 :39 8 1,5 13 6 :211fo0 9 3,0 7 0 :39 8 1,7 3 0 :501fyt 8 1,8 6 0 :41 7 1,5 14 1 :441g6r 8 2,1 12 3 :19 7 1,3 7 2 :421j8h 8 1,6 11 1 :04 7 1,6 17 2 :051jtr 8 1,5 18 1 :40 7 1,1 4 3 :351kj2 8 0,9 13 4 :40 8 1,8 18 2 :121lp9 7 1,5 2 1 :451mi5 9 2,3 13 1 :51 7 1,3 15 7 :121mwa 8 1,5 18 1 :55 7 1,1 4 3 :301nam 9 1,4 4 0 :27 8 1,9 6 0 :551oga1qrn 8 1,7 9 1 :27 7 1,5 19 1 :401qse 8 1,6 16 3 :04 7 1,2 14 1 :091qsf 8 1,8 17 1 :14 7 1,3 15 1 :572kb 8 2,3 4 2 :36 7 1,2 5 3 :42et les onformations sont lassées par ordre de représentativité dans des strutures ex-périmentales onnues. L'algorithme de reherhe fait intervenir une étape stohastiquea�n de réduire le nombre de hos stériques. L'algorithme a été testé pour l'obtention destrutures 3D de peptide/MHC-II qui possèdent la partiularité d'avoir un peptide dontla onformation de haîne prinipale est très bien onservée dans le site de liaison du MHC(Setion 3.5.1 page 70). L'algorithme obtient une préision légèrement supérieure et unevitesse supérieure à SCWRL, l'algorithme rapide le plus ouramment utilisé. SCHISMoretourne également un résultat dans les as ou SCWRL se trouve onfronté à un problèmede hos stériques déjà présents dans la struture native, e qui prouve que SCHISMo estmieux à même de fontionner ave des modèles de résolution moyenne. D'autre part etalgorithme est destiné à être intégré dans les di�érentes étapes de la modélisation duTR/peptide/MHC, lors de la onstrution des boules et lors du doking.L'algorithme de modélisation de boules, LLIPA, utilise une bibliothèque de onforma-tions de dipeptides. Cette bibliothèque a été onçue pour parourir l'espae le plus e�a-118



Table 4.4: Moyenne quadratique des distanes (RMSD) entre les atomes de strutures RX duCDR3-IMGT de V-ALPHA et V-BETA et des modèles onstruits par la méthode LLIPA. Le nu-méro de génération (rang) et la durée de génération des 20 onformations (en minutes :seondes)sont indiqués. Les aluls ont été e�etués sur un Pentium 1.6GHz.CDR3-IMGTV-ALPHA V-BETAID Taille RMSD Rang Temps Taille RMSD Rang Temps1ao7 13 3.1 1 2 :54 16 3.8 13 4 :281bd2 12 2.4 18 2 :56 15 2.1 16 2 :081d9k 12 1.8 5 5 :45 15 2.0 6 6 :221fo0 16 3.6 13 15 :06 14 3.0 15 4 :551fyt 15 3.1 12 10 :18 14 2.3 3 1 :041g6r 12 2.1 4 4 :09 11 1.6 10 4 :351j8h 15 3.3 1 8 :20 14 2.3 20 2 :431jtr 12 1.9 20 5 :42 11 1.7 16 4 :121kj2 13 2.3 11 6 :321lp9 13 3.2 16 2 :521mi5 16 3.3 13 14 :28 13 3.1 4 2 :381mwa 12 1.9 20 6 :21 11 1.7 16 4 :441nam 16 2.8 7 12 :45 14 2.9 8 5 :481oga1qrn 13 3.1 1 3 :56 16 3.0 13 2 :511qse 13 3.9 20 2 :15 16 3.8 9 4 :101qsf 12 3.3 10 2 :43 16 3.5 6 4 :292kb 12 2.7 15 5 :51 16 1.5 17 5 :28ement possible et ses onformations ont été lassées suivant leur représentativité dans lesstrutures expérimentales. La reherhe onformationnelle onstruit d'abord les boulesave les onformations de dipeptides les plus observées avant d'utiliser les moins représen-tées. L'algorithme a été appliqué à la modélisation des peptides dans les peptide/MHC-Iet à la modélisation des boules du TR dans les TR/peptide/MHC. Pour la modélisationdes peptides/MHC-I, l'algorithme réussit à générer des onformations de haîne latérale leplus souvent à moins de 2Å de RMSD de la struture expérimentale (un as à 2,2Å). Pourles TR, la modélisation des boules de petites tailles, les CDR1-IMGT des TR dont la lon-gueur varie entre 7 et 9 aides aminés dans les strutures 3D étudiées, produit égalementle plus souvent des onformations à moins de 2Å de RMSD de la struture expérimentale.Les boules CDR3-IMGT de TR, dont la longueur s'étale de 11 à 16 aides aminés dansles strutures 3D étudiées, obtiennent des RMSD aux environs de 3Å, e qui est positifompte tenu de la �exibilité des boules de ette taille. Il faut noter que l'algorithmeréussit à trouver un modèle ave un RMSD de 1,5Å pour une boule de 16 aides aminés.119



A�n d'ahever le protoole de prédition de strutures 3D de peptide/MHC et deTR/peptide/MHC, deux étapes doivent enore être réalisées. L'évaluation de l'énergie deliaison des peptides au MHC est ruiale a�n de pouvoir lasser les peptides antigéniquespotentiels et également pour lasser les di�érents TR se liant à un même peptide/MHC.Pour les peptide/MHC-II, j'ai tenté d'utiliser une fontion d'évaluation très simple, don-nant un poids onstant à haque type d'interation à l'interfae, mais la séletivité sembletrès faible. L'utilisation de la fontion d'énergie spéi�que, Fresno [121℄, devrait permettred'améliorer nettement la séletivité. En�n, des fontions d'énergie plus omplexes, parexemple MM-GBSA ou MM-PBSA [188℄, devraient permettre une lassi�ation optimaledes peptides pré-séletionnés grâe à Fresno. Pour les TR/peptide/MHC l'étape de do-king du TR sur le omplexe peptide/MHC reste à réaliser. Celle-i pourra être d'aborde�etuée grâe à la représentation à deux entres de SCHISMo a�n de réduire les hosstériques intempestifs (soft doking) ainsi qu'une approhe multiopie des boules [139℄du TR reonstruites par LLIPA. L'intégration de SCHISMo et LLIPA dans d'autres al-gorithmes est très faile ar elles sont toutes deux implémentées dans des librairies C.L'approhe du TR pourra être orientée par les statistiques sur la position relative du TRet du MHC (Setion 3.6.1 page 79) et des �ltres pourront être onstruits en se basantsur les analyses de ontats de IMGT/3Dstruture-DB à l'interfae TR/peptide/MHC(Setion 3.6.3 page 82).
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Conlusion.Au ours de ma thèse j'ai développé la base de données IMGT/3Dstruture-DB, quirassemble et analyse les strutures 3D d'IG, de TR, de MHC et de RPI. Grâe à la standar-disation des données de IMGT/3Dstruture-DB, j'ai pu mettre en plae un environnementinformatique permettant la mesure et l'établissement de statistiques sur les aratéris-tiques struturales des IG, des TR et des MHC. Finalement j'ai implémenté des méthodesde modélisation appliables aux strutures 3D de peptide/MHC et de TR/peptide/MHC,l'utilisation de es méthodes étant justi�ée par les aratéristiques struturales ommunesde es omplexes.La base de données IMGT/3Dstruture-DB se onforme aux règles et au voabulaire deIMGT-ONTOLOGY, e qui lui onfère un haut niveau de standardisation, s'étendant de ladesription des réepteurs d'antigènes jusqu'aux positions de leurs domaines. Cette stan-dardisation apparaît omme un élément ruial en bioinformatique depuis l'avènement detehniques expérimentales produisant des quantités importantes de données génomiques,protéomiques et bient�t struturales. De plus des programmes d'annotation partiellementautomatisés sont néessaires, ar les annotateurs, en nombre souvent réduit, n'ont pas laapaité temporelle de traiter toutes es informations et ar ils doivent pouvoir véri�er,modi�er et/ou orienter l'annotation automatique dans ertains as partiuliers. L'arhi-teture de IMGT/3Dstruture-DB, simple et naturelle, et son programme d'annotation,souple et entièrement paramétrable, répondent à es prinipes. L'annotation automatiqueapporte également l'avantage de ontribuer à la ohérene des données dans la base dedonnées. IMGT/3Dstruture-DB a également permis de développer IMGT-ONTOLOGY,par l'introdution de nouveaux termes de desription et par l'amélioration de la numéro-tation unique des V-DOMAINs, C-DOMAINs et G-DOMAINs. Une desription de plusen plus préise des IG, TR et MHC, qui sont des protéines hautement polymorphiques,néessite en e�et un travail d'ajustement onstant au vue des nouvelles données de sé-quene et de struture 3D. L'introdution des RPI dans IMGT/3Dstruture-DB abondedans e sens, les strutures 3D apparentées devant permettre de dégager les prinipesstruturaux primordiaux gouvernant le repliement des domaines V, C et G.L'analyse des strutures 3D de réepteurs d'antigènes (IG, TR et MHC) par omparai-son manuelle de paires de strutures 3D est laborieuse et soure d'erreurs. J'ai implémentéun environnement informatique qui autorise la omparaison de nombreuses strutures 3Dsimultanément et qui remet automatiquement es omparaisons à jour à haque nou-velle version de IMGT/3Dstruture-DB. Ainsi les domaines de type immunoglobuline(domaines V et C) ont été omparés au niveau de leur topologie et de l'arrangement spa-121



tial des feuillets. Pour les domaines V, C et G, des alignements struturaux par pairesont mesuré la variabilité struturale à haque position et les ontats onservés entre lespositions ont été identi�és. L'arrangement des paires de V-DOMAINs et des paires deC-DOMAINs, onstituant respetivement des V-PARTNER et C-PARTNER, a été éva-lué par la mesure des angles formés par les feuillets internes et par les feuillets externes.L'arrangement des domaines partenaires dans les réepteurs a été observé de la mêmemanière. Finalement des analyses onformationnelles et de ontats ont été réalisées surles interfaes des réepteurs d'antigènes. La omparaison des omplexes peptide/MHC etIG/antigène permettent de tirer une onlusion quasiment dé�nitive sur les aratéris-tiques moyennes de es omplexes. Par ontre les omplexes ternaires TR/peptide/MHCétant peu nombreux, leurs aratéristiques ommunes restent di�iles à diserner. Une in-terfae Internet présente tous es résultats de façon synthétique ave la possibilité d'avoiraès à toutes les données. Finalement es observations globales permettent indiretementde ontr�ler la ohérene des entrées de IMGT/3Dstruture-DB et de déteter éventuel-lement des défauts d'annotation.La raison prinipale qui a motivé le développement de nouvelles tehniques de modéli-sations de omplexes peptide/MHC et TR/peptide/MHC provient de plusieurs demandesqui m'ont été faites par des immunologistes. En e�et les tehniques atuelles de prédi-tion de peptides se liant à un MHC ont reours à de nombreuses approximations et sefondent pour la plupart uniquement sur la séquene, e qui onduit à de nombreuses pré-ditions erronées. Les tehniques de modélisation de strutures 3D sont par ontre troplentes pour être appliables à un grand nombre de peptide/MHC. J'ai don pris la dé-ision de m'intéresser à une tehnique intermédiaire d'obtention rapide de strutures 3Dde résolution moyenne, e qui permet une préséletion avant de servir de point de départà des tehniques de minimisation et de dynamique moléulaire. L'algorithme SCHISMode prédition de haînes latérales réussit à fournir une struture 3D de bonne résolutionen un temps très ourt. Une fois sa bibliothèque de haînes latérales hargée en mémoire,e qui représente la majeur partie de la durée d'exéution lors de la modélisation d'uneseule struture, un nombre important de peptide/MHC-II peuvent être modélisés très ra-pidement. Ce temps est d'ailleurs tout à fait ompatible ave elui d'un servie Web et ilest envisageable de réer un serveur de modélisation de haînes latérales qui permettraità un utilisateur d'obtenir la struture 3D d'un peptide/MHC-II à partir de sa séquenede peptide et du nom des allèles de MHC-II à utiliser (les séquenes étant déjà dansIMGT/3Dstruture-DB). L'algorithme LLIPA, bien que relativement rapide, ne permetpas enore un tel développement ar la onstrution des peptide/MHC-I et des boulesde TR néessitent enore plusieurs minutes. Par ontre et algorithme peut être utilisé defaçon assez générale pour obtenir un nombre restreint de onformations de boules, quipourraient être lassées après minimisation par des logiiels tels que AMBER, CHARMMou GROMOS. Finalement les deux algorithmes, SCHISMo et LLIPA, que j'ai dévelop-pés, peuvent très failement être intégrés dans d'autres algorithmes de modélisation, a�nd'utiliser les représentations simpli�ées de haînes latérales et de réer rapidement plu-sieurs onformations alternatives d'une boule. Le doking du TR sur un peptide/MHC,qui �naliserait la modélisation des strutures 3D de TR/peptide/MHC, pourrait utiliser122



la représentation à deux entres dans une première étape pour une reherhe grossièrepuis la représentation multientres et tous atomes pour a�ner les modèles. Les onforma-tions multiples des boules de TR pourront être utilisées simultanément par une approhemultiopie a�n de simuler leur �exibilité.La réation d'une base de données struturale spéialisée, l'obtention de statistiquessur ses entrées et la réation d'algorithmes de modélisation moléulaire adaptés formentun ensemble ohérent qui peut être appliqué à d'autres familles de protéines. La stan-dardisation des desriptions des protéines, de leurs haînes, domaines et positions estun prérequis essentiel à de telles investigations. IMGT-ONTOLOGY résulte d'un travailminutieux qui s'étale sur plus d'une vingtaine d'années et des démarhes similaires, bé-né�iant de ette expériene, peuvent être adaptées à d'autres problématiques. Les IGet les MHC font partie des moléules les plus étudiées struturalement et le nombre im-portant de leur strutures 3D néessite une automatisation de leur analyses. L'explosionannonée du nombre de données struturales engendrera l'apparition de nombreuses basesde données struturales spéialisées et j'espère que les travaux e�etués durant ma thèsepourront servir à leur développement.
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Annexe.Liste des domaines : page 139.Liste des partnenaires : page 149.Liste des réepteurs : page 152.Liste des IG se liant à des antigènes di�érents : page 154.Liste des strutures IG/antigène : page 157.Liste des peptide/MHC : page 159.Liste des strutures pour la dérivation de la bibliothèque de SCHISMo : page 167.Liste des strutures pour la dérivation de la bibliothèque de LLIPA : page 168.
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Liste des V-DOMAINs, C-DOMAINs et G-DOMAINs utilisés pour toutesles analyses de domaines. Pour haque domaine, le type de réepteur (IG,TR ou MHC), sa desription IMGT (Domaine) et sa résolution(R) estindiquée.
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V-DOMAIN E�etif total : 473Chaîne Domaine R Chaîne Domaine R12e8_L IG V-KAPPA 1,90 1a2y_A IG V-KAPPA 1,501a3r_L IG V-KAPPA 2,10 1a6t_A IG V-KAPPA 2,701ad0_A IG V-KAPPA 2,50 1ad9_A IG V-KAPPA 2,801ai1_L IG V-KAPPA 2,80 1aif_A IG V-KAPPA 2,901axt_L IG V-KAPPA 2,15 1b0w_A IG V-KAPPA 1,801b6d_A IG V-KAPPA 2,74 1baf_L IG V-KAPPA 2,901bbj_L IG V-KAPPA 3,10 1bfo_A IG V-KAPPA 2,601bfv_L IG V-KAPPA 2,10 1bj1_J IG V-KAPPA 2,401bvk_A IG V-KAPPA 2,70 1bww_A IG V-KAPPA 1,701bz7_A IG V-KAPPA 2,50 112_A IG V-KAPPA 2,6011e_L IG V-KAPPA 1,90 15_L IG V-KAPPA 1,6115d_A IG V-KAPPA 2,40 1e1_L IG V-KAPPA 1,901f8_L IG V-KAPPA 2,70 1i_A IG V-KAPPA 2,501lo_L IG V-KAPPA 2,10 1lz_L IG V-KAPPA 2,801r9_L IG V-KAPPA 2,00 1t8_A IG V-KAPPA 2,201d5i_L IG V-KAPPA 2,00 1dbb_L IG V-KAPPA 2,701dee_A IG V-KAPPA 2,70 1dfb_L IG V-KAPPA 2,701dn0_A IG V-KAPPA 2,28 1dql_L IG V-KAPPA 2,601dsf_L IG V-KAPPA 2,20 1dvf_C IG V-KAPPA 1,901dzb_A IG V-KAPPA 2,00 1e4x_L IG V-KAPPA 1,901eap_A IG V-KAPPA 2,50 1eeq_A IG V-KAPPA 1,501egj_L IG V-KAPPA 2,80 1ejo_L IG V-KAPPA 2,301ek3_A IG V-KAPPA 1,90 1emt_L IG V-KAPPA 2,251eo8_L IG V-KAPPA 2,80 1ezv_Y IG V-KAPPA 2,301f3d_J IG V-KAPPA 1,87 1f58_L IG V-KAPPA 2,001f8t_L IG V-KAPPA 2,20 1fe8_L IG V-KAPPA 2,031fgv_L IG V-KAPPA 1,90 1fj1_A IG V-KAPPA 2,681fns_L IG V-KAPPA 2,00 1fsk_B IG V-KAPPA 2,901fv_A IG V-KAPPA 2,20 1g9m_L IG V-KAPPA 2,201gpo_L IG V-KAPPA 1,95 1h0d_A IG V-KAPPA 2,001hi6_A IG V-KAPPA 2,55 1hil_A IG V-KAPPA 2,001hyx_L IG V-KAPPA 1,80 1i7z_A IG V-KAPPA 2,301i8k_A IG V-KAPPA 1,80 1i9r_L IG V-KAPPA 3,10Suite de la table à la page suivante
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Suite de la table à la page préédenteChaîne Domaine R Chaîne Domaine R1iai_L IG V-KAPPA 2,90 1ibg_L IG V-KAPPA 2,701ig_L IG V-KAPPA 2,60 1igm_L IG V-KAPPA 2,301ikf_L IG V-KAPPA 2,50 1iqd_A IG V-KAPPA 2,001iqw_L IG V-KAPPA 2,50 1it9_L IG V-KAPPA 2,801j05_A IG V-KAPPA 1,50 1jfq_L IG V-KAPPA 1,901jgu_L IG V-KAPPA 1,80 1jhl_L IG V-KAPPA 2,401jnl_L IG V-KAPPA 3,00 1jps_L IG V-KAPPA 1,851jrh_L IG V-KAPPA 2,80 1k6q_L IG V-KAPPA 2,401kr_L IG V-KAPPA 2,90 1ku_L IG V-KAPPA 2,201kv_L IG V-KAPPA 1,80 1kel_L IG V-KAPPA 1,901ken_L IG V-KAPPA 3,50 1l7i_L IG V-KAPPA 1,801l7t_L IG V-KAPPA 2,10 1lk3_L IG V-KAPPA 1,911lmk_A IG V-KAPPA 2,60 1lo0_L IG V-KAPPA 2,001lo4_L IG V-KAPPA 2,40 1mex_L IG V-KAPPA 1,251mhp_L IG V-KAPPA 2,80 1mim_L IG V-KAPPA 2,601mju_L IG V-KAPPA 1,22 1mqk_L IG V-KAPPA 1,281n0x_L IG V-KAPPA 1,80 1nak_L IG V-KAPPA 2,571na_L IG V-KAPPA 2,50 1nw_L IG V-KAPPA 1,301nlb_L IG V-KAPPA 1,60 1nmb_L IG V-KAPPA 2,501nsn_L IG V-KAPPA 2,90 1ob1_A IG V-KAPPA 2,901op3_K IG V-KAPPA 1,75 1ors_A IG V-KAPPA 1,901osp_L IG V-KAPPA 1,95 1ots_D IG V-KAPPA 2,511p7k_A IG V-KAPPA 1,75 1psk_L IG V-KAPPA 2,801pz5_A IG V-KAPPA 1,80 1q9r_A IG V-KAPPA 1,451qfw_L IG V-KAPPA 3,50 1qfw_M IG V-KAPPA 3,501r0a_L IG V-KAPPA 2,80 1r3j_A IG V-KAPPA 1,901rhh_A IG V-KAPPA 1,90 1rih_L IG V-KAPPA 2,501rjl_A IG V-KAPPA 2,60 1rur_L IG V-KAPPA 1,501rz7_L IG V-KAPPA 2,00 1rzg_B IG V-KAPPA 2,001s3k_L IG V-KAPPA 1,90 1sbs_L IG V-KAPPA 2,001seq_L IG V-KAPPA 1,78 1sy6_L IG V-KAPPA 2,101t3f_A IG V-KAPPA 2,00 1t4k_A IG V-KAPPA 2,501tjg_L IG V-KAPPA 2,00 1tqb_C IG V-KAPPA 2,551tzg_L IG V-KAPPA 2,20 1tzi_A IG V-KAPPA 2,801ua_L IG V-KAPPA 1,70 1ub6_B IG V-KAPPA 2,121um5_L IG V-KAPPA 1,60 1uwe_L IG V-KAPPA 2,671uwg_L IG V-KAPPA 2,79 1uwx_K IG V-KAPPA 2,201uz8_A IG V-KAPPA 1,80 1v7m_L IG V-KAPPA 2,51Suite de la table à la page suivante140



Suite de la table à la page préédenteChaîne Domaine R Chaîne Domaine R1vge_L IG V-KAPPA 2,00 1wej_L IG V-KAPPA 1,801wt5_C IG V-KAPPA 2,10 1wtl_A IG V-KAPPA 1,901xgy_L IG V-KAPPA 2,71 1ynl_L IG V-KAPPA 1,701yqv_L IG V-KAPPA 1,70 2a77_L IG V-KAPPA 1,802adg_A IG V-KAPPA 2,50 2brr_L IG V-KAPPA 1,952k0_L IG V-KAPPA 2,20 2fbj_L IG V-KAPPA 1,952imm_- IG V-KAPPA 2,00 2imn_- IG V-KAPPA 1,97322_A IG V-KAPPA 3,00 3ft_A IG V-KAPPA 2,40439_A IG V-KAPPA 2,20 1aqk_L IG V-LAMBDA 1,841bjm_A IG V-LAMBDA 2,20 1d0_A IG V-LAMBDA 1,901jn6_A IG V-LAMBDA 2,70 1jvk_A IG V-LAMBDA 1,941lil_A IG V-LAMBDA 2,65 1mw_W IG V-LAMBDA 3,501mfa_- IG V-LAMBDA 1,70 1nfd_E IG V-LAMBDA 2,801nj9_A IG V-LAMBDA 2,35 1nl0_L IG V-LAMBDA 2,201oaq_L IG V-LAMBDA 1,50 1q1j_L IG V-LAMBDA 2,501rzf_L IG V-LAMBDA 1,70 1w72_L IG V-LAMBDA 2,152d0_A IG V-LAMBDA 1,80 2fb4_L IG V-LAMBDA 1,902mg_1 IG V-LAMBDA 2,00 2rhe_- IG V-LAMBDA 1,608fab_A IG V-LAMBDA 1,80 12e8_H IG VH 1,901a2y_B IG VH 1,50 1a4j_B IG VH 2,101a6t_B IG VH 2,70 1ad9_B IG VH 2,801adq_H IG VH 3,15 1ae6_H IG VH 3,001ai1_H IG VH 2,80 1aif_B IG VH 2,901aqk_H IG VH 1,84 1axt_H IG VH 2,151ay1_H IG VH 2,20 1b2w_H IG VH 2,901b4j_H IG VH 2,90 1baf_H IG VH 2,901bbd_H IG VH 2,80 1bfo_B IG VH 2,601bfv_H IG VH 2,10 1bj1_H IG VH 2,401bln_B IG VH 2,80 1bvk_B IG VH 2,701bz7_B IG VH 2,50 1bzq_K IG VH 2,80112_B IG VH 2,60 11e_H IG VH 1,9015_H IG VH 1,61 15d_B IG VH 2,401e1_H IG VH 1,90 1f8_H IG VH 2,701i_B IG VH 2,50 1lo_H IG VH 2,101ly_H IG VH 2,50 1r9_H IG VH 2,001t8_B IG VH 2,20 1d5i_H IG VH 2,001dbb_H IG VH 2,70 1dee_B IG VH 2,701dfb_H IG VH 2,70 1dl7_H IG VH 2,35Suite de la table à la page suivante141



Suite de la table à la page préédenteChaîne Domaine R Chaîne Domaine R1dlf_H IG VH 1,45 1dn0_B IG VH 2,281dqd_H IG VH 2,10 1dql_H IG VH 2,601dqq_B IG VH 1,80 1dsf_H IG VH 2,201dvf_D IG VH 1,90 1e4x_H IG VH 1,901e6o_H IG VH 1,80 1eap_B IG VH 2,501egj_H IG VH 2,80 1ehl_H IG VH 2,401ejo_H IG VH 2,30 1emt_H IG VH 2,251eo8_H IG VH 2,80 1etz_B IG VH 2,601ezv_X IG VH 2,30 1f11_B IG VH 3,001f2x_K IG VH 2,10 1f3d_H IG VH 1,871f4w_H IG VH 2,30 1f58_H IG VH 2,001f8t_H IG VH 2,20 1fai_H IG VH 2,701fbi_H IG VH 3,00 1fe8_H IG VH 2,031fgv_H IG VH 1,90 1fh5_H IG VH 2,901�g_H IG VH 3,00 1fj1_B IG VH 2,681fns_H IG VH 2,00 1for_H IG VH 2,751fpt_H IG VH 3,00 1frg_H IG VH 2,801fsk_C IG VH 2,90 1fv_B IG VH 2,201g9m_H IG VH 2,20 1gaf_H IG VH 1,951ggb_H IG VH 2,80 1ghf_H IG VH 2,701gig_H IG VH 2,30 1gpo_H IG VH 1,951h0d_B IG VH 2,00 1h3p_H IG VH 2,601hv_- IG VH 1,85 1hi6_B IG VH 2,551hil_B IG VH 2,00 1hyx_H IG VH 1,801i3v_A IG VH 2,03 1i7z_B IG VH 2,301i8k_B IG VH 1,80 1i9r_H IG VH 3,101iai_H IG VH 2,90 1ibg_H IG VH 2,701ig_H IG VH 2,60 1igf_H IG VH 2,801igj_B IG VH 2,50 1igm_H IG VH 2,301igy_B IG VH 3,20 1ikf_H IG VH 2,501il1_A IG VH 2,20 1ind_H IG VH 2,201iqd_B IG VH 2,00 1iqw_H IG VH 2,501it9_H IG VH 2,80 1j05_B IG VH 1,501jgu_H IG VH 1,80 1jhl_H IG VH 2,401jn6_B IG VH 2,70 1jnl_H IG VH 3,001jps_H IG VH 1,85 1jrh_H IG VH 2,801jtp_A IG VH 1,90 1jv5_B IG VH 2,201k6q_H IG VH 2,40 1kb5_H IG VH 2,50Suite de la table à la page suivante142



Suite de la table à la page préédenteChaîne Domaine R Chaîne Domaine R1ku_H IG VH 2,20 1kv_H IG VH 1,801kel_H IG VH 1,90 1ken_H IG VH 3,501kfa_H IG VH 2,80 1ktr_H IG VH 2,701kxq_E IG VH 1,60 1kxt_B IG VH 2,001kxv_D IG VH 1,60 1l7i_H IG VH 1,801l7t_H IG VH 2,10 1lk3_H IG VH 1,911lmk_A IG VH 2,60 1lo0_H IG VH 2,001lo4_H IG VH 2,40 1mo_H IG VH 3,201mp_H IG VH 2,70 1mex_H IG VH 1,251mfb_H IG VH 2,10 1mhp_H IG VH 2,801mim_H IG VH 2,60 1mj8_H IG VH 1,751mju_H IG VH 1,22 1mnu_H IG VH 2,501mqk_H IG VH 1,28 1mre_H IG VH 2,301mvf_A IG VH 1,65 1mvu_B IG VH 1,781n0x_H IG VH 1,80 1n4x_H IG VH 1,701nak_H IG VH 2,57 1nbv_H IG VH 2,001n2_D IG VH 2,10 1na_H IG VH 2,501nw_H IG VH 1,30 1ndg_B IG VH 1,901nfd_F IG VH 2,80 1ngz_B IG VH 1,601nj9_B IG VH 2,35 1nl0_H IG VH 2,201nlb_H IG VH 1,60 1nld_H IG VH 2,901nmb_H IG VH 2,50 1nsn_H IG VH 2,901oaq_H IG VH 1,50 1ob1_B IG VH 2,901ohq_A IG VH 2,00 1ol0_A IG VH 1,801op3_H IG VH 1,75 1op9_A IG VH 1,861opg_H IG VH 2,00 1ors_B IG VH 1,901osp_H IG VH 1,95 1ots_C IG VH 2,511p2_B IG VH 2,00 1p4b_H IG VH 2,351p7k_B IG VH 1,75 1pg7_X IG VH 2,501pkq_B IG VH 3,00 1plg_H IG VH 2,801psk_H IG VH 2,80 1pz5_B IG VH 1,801q0x_H IG VH 1,60 1q1j_H IG VH 2,501q72_H IG VH 1,70 1q9r_B IG VH 1,451q9w_B IG VH 1,75 1qd0_A IG VH 2,501qfu_H IG VH 2,80 1qfw_I IG VH 3,501qkz_H IG VH 1,95 1qok_A IG VH 2,401r0a_H IG VH 2,80 1r3j_B IG VH 1,901rhh_B IG VH 1,90 1ri8_A IG VH 1,85Suite de la table à la page suivante143



Suite de la table à la page préédenteChaîne Domaine R Chaîne Domaine R1rih_H IG VH 2,50 1rj_A IG VH 1,401rjl_B IG VH 2,60 1rmf_H IG VH 2,801rur_H IG VH 1,50 1rz7_H IG VH 2,001s3k_H IG VH 1,90 1sbs_H IG VH 2,001seq_H IG VH 1,78 1sm3_H IG VH 1,951sy6_H IG VH 2,10 1t2j_A IG VH 1,501t2q_H IG VH 1,83 1t3f_B IG VH 2,001t4k_B IG VH 2,50 1t66_D IG VH 2,301tet_H IG VH 2,30 1tjg_H IG VH 2,001tqb_B IG VH 2,55 1txv_H IG VH 2,751tzg_H IG VH 2,20 1tzh_B IG VH 2,601tzi_B IG VH 2,80 1u0q_A IG VH 1,601u6a_H IG VH 2,81 1ua_H IG VH 1,701ub5_A IG VH 2,00 1uj3_B IG VH 2,101um5_H IG VH 1,60 1uwe_H IG VH 2,671uwg_H IG VH 2,79 1uwx_H IG VH 2,201uz8_B IG VH 1,80 1v7m_H IG VH 2,511ves_A IG VH 2,18 1vge_H IG VH 2,001w72_H IG VH 2,15 1wej_H IG VH 1,801wt5_A IG VH 2,10 1x9q_A IG VH 1,501xgy_H IG VH 2,71 1xiw_D IG VH 1,901y7_A IG VH 1,60 1yed_B IG VH 3,101yee_H IG VH 2,20 1yej_H IG VH 1,851yjd_H IG VH 2,70 1ynl_H IG VH 1,701yqv_H IG VH 1,70 1yuh_B IG VH 3,001yy8_B IG VH 2,00 1za3_B IG VH 3,351ztx_H IG VH 2,50 258_H IG VH 2,002a77_H IG VH 1,80 2adg_B IG VH 2,502ai0_I IG VH 2,20 2brr_H IG VH 1,952k0_H IG VH 2,20 2fb4_H IG VH 1,902fbj_H IG VH 1,95 2gfb_B IG VH 3,002h1p_H IG VH 2,40 2hrp_H IG VH 2,202jel_H IG VH 2,50 2pp_B IG VH 2,20322_B IG VH 3,00 439_B IG VH 2,206fab_H IG VH 1,90 8fab_B IG VH 1,801a6_A TR V-ALPHA 2,30 1ao7_D TR V-ALPHA 2,601b88_A TR V-ALPHA 2,50 1bd2_D TR V-ALPHA 2,501d9k_A TR V-ALPHA 3,20 1h5b_A TR V-ALPHA 1,85Suite de la table à la page suivante144



Suite de la table à la page préédenteChaîne Domaine R Chaîne Domaine R1j8h_D TR V-ALPHA 2,40 1jtr_A TR V-ALPHA 2,401kb5_A TR V-ALPHA 2,50 1lp9_E TR V-ALPHA 2,001nam_A TR V-ALPHA 2,70 1nfd_A TR V-ALPHA 2,801oga_D TR V-ALPHA 1,40 1u3h_A TR V-ALPHA 2,422ak4_D TR V-ALPHA 2,50 1ao7_E TR V-BETA 2,601bd2_E TR V-BETA 2,50 1be_- TR V-BETA 1,701j8h_E TR V-BETA 2,40 1jtr_B TR V-BETA 2,401kb5_B TR V-BETA 2,50 1kg_E TR V-BETA 1,501ktk_E TR V-BETA 3,00 1lp9_F TR V-BETA 2,001nam_B TR V-BETA 2,70 1nfd_B TR V-BETA 2,801oga_E TR V-BETA 1,40 1u3h_B TR V-BETA 2,421ymm_E TR V-BETA 3,50 2ak4_E TR V-BETA 2,501hxm_A TR V-DELTA 3,12 1tvd_A TR V-DELTA 1,901hxm_B TR V-GAMMA 3,12C-DOMAIN E�etif total : 77Chaîne Domaine R Chaîne Domaine R1bfo_A IG C-KAPPA 2,60 15_L IG C-KAPPA 1,6115d_A IG C-KAPPA 2,40 1kv_L IG C-KAPPA 1,801mju_L IG C-KAPPA 1,22 1q72_L IG C-KAPPA 1,701t4k_A IG C-KAPPA 2,50 1um5_L IG C-KAPPA 1,602hmi_C IG C-KAPPA 2,80 1aqk_L IG C-LAMBDA 1,841n2_C IG C-LAMBDA 2,10 1nfd_E IG C-LAMBDA 2,801pg7_W IG C-LAMBDA 2,50 1q0x_L IG C-LAMBDA 1,601dee_B IG CH1 2,70 1h0d_B IG CH1 2,001h3p_H IG CH1 2,60 1kv_H IG CH1 1,801nw_H IG CH1 1,30 1nfd_F IG CH1 2,801ngz_B IG CH1 1,60 1ots_C IG CH1 2,511pz5_B IG CH1 1,80 1q72_H IG CH1 1,701sy6_H IG CH1 2,10 1uj3_B IG CH1 2,101wej_H IG CH1 1,80 1ynl_H IG CH1 1,702fbj_H IG CH1 1,95 2pp_B IG CH1 2,201e4k_A IG CH2 3,20 1hzh_H IG CH2 2,701i1_A IG CH2 2,70 1igt_B IG CH2 2,801igy_B IG CH2 3,20 1o0v_A IG CH2 2,601ow0_A IG CH2 3,10 1hzh_H IG CH3 2,701i1_A IG CH3 2,70 1igt_B IG CH3 2,801igy_B IG CH3 3,20 1o0v_A IG CH3 2,60Suite de la table à la page suivante145



Suite de la table à la page préédenteChaîne Domaine R Chaîne Domaine R1ow0_A IG CH3 3,10 1pf_- IG CH3 3,121f6a_B IG CH4 3,50 1efx_A MHC C-LIKE 3,001fne_A MHC C-LIKE 1,90 1fne_B MHC C-LIKE 1,901frt_A MHC C-LIKE 4,50 1fv1_A MHC C-LIKE 1,901fv1_B MHC C-LIKE 1,90 1jk8_B MHC C-LIKE 2,401jpf_A MHC C-LIKE 2,18 1k8i_A MHC C-LIKE 3,101k8i_B MHC C-LIKE 3,10 1kjv_A MHC C-LIKE 1,481kjv_B MHC C-LIKE 1,48 1kpr_A MHC C-LIKE 2,801ld9_A MHC C-LIKE 2,40 1lk2_B MHC C-LIKE 1,351mh_A MHC C-LIKE 2,10 1nez_A MHC C-LIKE 2,101oga_A MHC C-LIKE 1,40 1qo3_A MHC C-LIKE 2,301r3h_A MHC C-LIKE 2,50 1t0n_A MHC C-LIKE 1,801u3h_C MHC C-LIKE 2,42 1u3h_D MHC C-LIKE 2,421uvq_A MHC C-LIKE 1,80 1vgk_A MHC C-LIKE 2,061ydp_A MHC C-LIKE 1,90 1zhl_B MHC C-LIKE 1,501jtr_A TR C-ALPHA 2,40 1oga_D TR C-ALPHA 1,401be_- TR C-BETA-1 1,70 1oga_E TR C-BETA-2 1,401hxm_B TR C-GAMMA-1 3,12G-DOMAIN E�etif total : 89Chaîne Domaine R Chaîne Domaine R1es0_A MHC G-ALPHA 2,60 1f3j_A MHC G-ALPHA 3,101fne_A MHC G-ALPHA 1,90 1iak_A MHC G-ALPHA 1,901jk8_A MHC G-ALPHA 2,40 1jl4_A MHC G-ALPHA 4,301k2d_A MHC G-ALPHA 2,20 1muj_A MHC G-ALPHA 2,151r5i_A MHC G-ALPHA 2,60 1s9v_A MHC G-ALPHA 2,221sje_A MHC G-ALPHA 2,45 1uvq_A MHC G-ALPHA 1,802seb_A MHC G-ALPHA 2,50 1agd_A MHC G-ALPHA1 2,051bii_A MHC G-ALPHA1 2,40 1e27_A MHC G-ALPHA1 2,201efx_A MHC G-ALPHA1 3,00 1frt_A MHC G-ALPHA1 4,501fzm_A MHC G-ALPHA1 1,80 1hsb_A MHC G-ALPHA1 1,901i4f_A MHC G-ALPHA1 1,40 1im9_A MHC G-ALPHA1 2,801juf_A MHC G-ALPHA1 2,00 1k5n_A MHC G-ALPHA1 1,091k8d_A MHC G-ALPHA1 2,30 1kjm_A MHC G-ALPHA1 2,351kjv_A MHC G-ALPHA1 1,48 1kpr_A MHC G-ALPHA1 2,801ld9_A MHC G-ALPHA1 2,40 1lk2_A MHC G-ALPHA1 1,351m6o_A MHC G-ALPHA1 1,60 1mh_A MHC G-ALPHA1 2,101nez_A MHC G-ALPHA1 2,10 1r3h_A MHC G-ALPHA1 2,50Suite de la table à la page suivante146



Suite de la table à la page préédenteChaîne Domaine R Chaîne Domaine R1t1w_A MHC G-ALPHA1 2,20 1vgk_A MHC G-ALPHA1 2,061w72_A MHC G-ALPHA1 2,15 1x7q_A MHC G-ALPHA1 1,451xh3_A MHC G-ALPHA1 1,48 1xr9_A MHC G-ALPHA1 1,791ydp_A MHC G-ALPHA1 1,90 2bvp_A MHC G-ALPHA1 1,351e27_A MHC G-ALPHA2 2,20 1efx_A MHC G-ALPHA2 3,001frt_A MHC G-ALPHA2 4,50 1fzk_A MHC G-ALPHA2 1,701hsb_A MHC G-ALPHA2 1,90 1i4f_A MHC G-ALPHA2 1,401k5n_A MHC G-ALPHA2 1,09 1k8d_A MHC G-ALPHA2 2,301kjm_A MHC G-ALPHA2 2,35 1kjv_A MHC G-ALPHA2 1,481kpr_A MHC G-ALPHA2 2,80 1ld9_A MHC G-ALPHA2 2,401lk2_A MHC G-ALPHA2 1,35 1m05_A MHC G-ALPHA2 1,901m6o_A MHC G-ALPHA2 1,60 1mh_A MHC G-ALPHA2 2,101nez_A MHC G-ALPHA2 2,10 1qo3_A MHC G-ALPHA2 2,301qqd_A MHC G-ALPHA2 2,70 1t1w_A MHC G-ALPHA2 2,201tm_A MHC G-ALPHA2 2,30 1vgk_A MHC G-ALPHA2 2,061w72_A MHC G-ALPHA2 2,15 1wbx_A MHC G-ALPHA2 1,901x7q_A MHC G-ALPHA2 1,45 1xh3_A MHC G-ALPHA2 1,481xr9_A MHC G-ALPHA2 1,79 1ydp_A MHC G-ALPHA2 1,902bvp_A MHC G-ALPHA2 1,35 1a6a_B MHC G-BETA 2,751d5z_B MHC G-BETA 2,00 1d9k_D MHC G-BETA 3,201es0_B MHC G-BETA 2,60 1f3j_B MHC G-BETA 3,101fv1_B MHC G-BETA 1,90 1iak_B MHC G-BETA 1,901jk8_B MHC G-BETA 2,40 1k8i_B MHC G-BETA 3,101klu_B MHC G-BETA 1,93 1ktd_B MHC G-BETA 2,401lnu_B MHC G-BETA 2,50 1r5v_B MHC G-BETA 2,501s9v_B MHC G-BETA 2,22 1u3h_D MHC G-BETA 2,421uvq_B MHC G-BETA 1,80 1ymm_B MHC G-BETA 3,502iad_B MHC G-BETA 2,40
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Liste des V-PARTNER et C-PARTNER utilisés lors de l'analyse de l'ar-rangement des domaines dans les V-PARTNER et C-PARTNER. Le typede réepteur (IG ou TR), la desription IMGT (Partner) et la résolutionristallographique (R) sont indiquées.
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V-PARTNER E�etif total : 142Chaîne Partner R Chaîne Partner R12e8 IG VH_V-KAPPA 1,90 158 IG VH_V-KAPPA 2,501a2y IG VH_V-KAPPA 1,50 1a5f IG VH_V-KAPPA 2,801a6t IG VH_V-KAPPA 2,70 1ad0 IG VH_V-KAPPA 2,501ad9 IG VH_V-KAPPA 2,80 1ai1 IG VH_V-KAPPA 2,801aif IG VH_V-KAPPA 2,90 1axt IG VH_V-KAPPA 2,151b2w IG VH_V-KAPPA 2,90 1baf IG VH_V-KAPPA 2,901bbj IG VH_V-KAPPA 3,10 1bfo IG VH_V-KAPPA 2,601bfv IG VH_V-KAPPA 2,10 1bln IG VH_V-KAPPA 2,801bvk IG VH_V-KAPPA 2,70 1bz7 IG VH_V-KAPPA 2,50112 IG VH_V-KAPPA 2,60 11e IG VH_V-KAPPA 1,9015d IG VH_V-KAPPA 2,40 1e1 IG VH_V-KAPPA 1,901i IG VH_V-KAPPA 2,50 1lo IG VH_V-KAPPA 2,101t8 IG VH_V-KAPPA 2,20 1d5i IG VH_V-KAPPA 2,001dbb IG VH_V-KAPPA 2,70 1dee IG VH_V-KAPPA 2,701dn0 IG VH_V-KAPPA 2,28 1dqd IG VH_V-KAPPA 2,101dsf IG VH_V-KAPPA 2,20 1dzb IG VH_V-KAPPA 2,001e6o IG VH_V-KAPPA 1,80 1eap IG VH_V-KAPPA 2,501egj IG VH_V-KAPPA 2,80 1eo8 IG VH_V-KAPPA 2,801ezv IG VH_V-KAPPA 2,30 1f58 IG VH_V-KAPPA 2,001fgv IG VH_V-KAPPA 1,90 1fj1 IG VH_V-KAPPA 2,681fns IG VH_V-KAPPA 2,00 1fsk IG VH_V-KAPPA 2,901fv IG VH_V-KAPPA 2,20 1g9m IG VH_V-KAPPA 2,201gpo IG VH_V-KAPPA 1,95 1hyx IG VH_V-KAPPA 1,801i7z IG VH_V-KAPPA 2,30 1i8i IG VH_V-KAPPA 2,401i9r IG VH_V-KAPPA 3,10 1iai IG VH_V-KAPPA 2,901ibg IG VH_V-KAPPA 2,70 1ig IG VH_V-KAPPA 2,601igm IG VH_V-KAPPA 2,30 1ikf IG VH_V-KAPPA 2,501iqw IG VH_V-KAPPA 2,50 1it9 IG VH_V-KAPPA 2,801j05 IG VH_V-KAPPA 1,50 1jhl IG VH_V-KAPPA 2,401jps IG VH_V-KAPPA 1,85 1k6q IG VH_V-KAPPA 2,401ku IG VH_V-KAPPA 2,20 1kel IG VH_V-KAPPA 1,901ken IG VH_V-KAPPA 3,50 1l7i IG VH_V-KAPPA 1,801l7t IG VH_V-KAPPA 2,10 1lk3 IG VH_V-KAPPA 1,91Suite de la table à la page suivante
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Suite de la table à la page préédenteChaîne Partner R Chaîne Partner R1lo0 IG VH_V-KAPPA 2,00 1lo4 IG VH_V-KAPPA 2,401mp IG VH_V-KAPPA 2,70 1mhp IG VH_V-KAPPA 2,801mim IG VH_V-KAPPA 2,60 1mqk IG VH_V-KAPPA 1,281mvu IG VH_V-KAPPA 1,78 1n0x IG VH_V-KAPPA 1,801n4x IG VH_V-KAPPA 1,70 1nw IG VH_V-KAPPA 1,301nlb IG VH_V-KAPPA 1,60 1ob1 IG VH_V-KAPPA 2,901op3 IG VH_V-KAPPA 1,75 1opg IG VH_V-KAPPA 2,001osp IG VH_V-KAPPA 1,95 1ots IG VH_V-KAPPA 2,511p7k IG VH_V-KAPPA 1,75 1psk IG VH_V-KAPPA 2,801q9w IG VH_V-KAPPA 1,75 1qfu IG VH_V-KAPPA 2,801qfw IG VH_V-KAPPA 3,50 1qfw IG VH_V-KAPPA 3,501qyg IG VH_V-KAPPA 1,81 1r0a IG VH_V-KAPPA 2,801rhh IG VH_V-KAPPA 1,90 1rih IG VH_V-KAPPA 2,501rjl IG VH_V-KAPPA 2,60 1rur IG VH_V-KAPPA 1,501rz7 IG VH_V-KAPPA 2,00 1rzg IG VH_V-KAPPA 2,001s3k IG VH_V-KAPPA 1,90 1sbs IG VH_V-KAPPA 2,001seq IG VH_V-KAPPA 1,78 1sy6 IG VH_V-KAPPA 2,101t2q IG VH_V-KAPPA 1,83 1t4k IG VH_V-KAPPA 2,501tjg IG VH_V-KAPPA 2,00 1ub6 IG VH_V-KAPPA 2,121um4 IG VH_V-KAPPA 1,80 1uwx IG VH_V-KAPPA 2,201uz8 IG VH_V-KAPPA 1,80 1vge IG VH_V-KAPPA 2,001wej IG VH_V-KAPPA 1,80 1wt5 IG VH_V-KAPPA 2,101xgy IG VH_V-KAPPA 2,71 1yej IG VH_V-KAPPA 1,851yqv IG VH_V-KAPPA 1,70 1yy8 IG VH_V-KAPPA 2,001za3 IG VH_V-KAPPA 3,35 1ztx IG VH_V-KAPPA 2,502ai0 IG VH_V-KAPPA 2,20 2brr IG VH_V-KAPPA 1,952k0 IG VH_V-KAPPA 2,20 2hrp IG VH_V-KAPPA 2,20322 IG VH_V-KAPPA 3,00 439 IG VH_V-KAPPA 2,206fab IG VH_V-KAPPA 1,90 1aqk IG VH_V-LAMBDA 1,841etz IG VH_V-LAMBDA 2,60 1jn6 IG VH_V-LAMBDA 2,701mfb IG VH_V-LAMBDA 2,10 1nj9 IG VH_V-LAMBDA 2,351q1j IG VH_V-LAMBDA 2,50 1w72 IG VH_V-LAMBDA 2,152fb4 IG VH_V-LAMBDA 1,90 8fab IG VH_V-LAMBDA 1,801ao7 TR V-ALPHA_V-BETA 2,60 1bd2 TR V-ALPHA_V-BETA 2,501jtr TR V-ALPHA_V-BETA 2,40 1kb5 TR V-ALPHA_V-BETA 2,501lp9 TR V-ALPHA_V-BETA 2,00 1nam TR V-ALPHA_V-BETA 2,701oga TR V-ALPHA_V-BETA 1,40 1u3h TR V-ALPHA_V-BETA 2,422ak4 TR V-ALPHA_V-BETA 2,50 1hxm TR V-GAMMA_V-DELTA 3,12Suite de la table à la page suivante150



Suite de la table à la page préédenteC-PARTNER E�etif total : 32ID Partner R ID Partner R1dn0 IG CH1_C-KAPPA 2,28 1kv IG CH1_C-KAPPA 1,801lk3 IG CH1_C-KAPPA 1,91 1q72 IG CH1_C-KAPPA 1,701t4k IG CH1_C-KAPPA 2,50 1um5 IG CH1_C-KAPPA 1,601za6 IG CH1_C-KAPPA 2,80 2fbj IG CH1_C-KAPPA 1,952hmi IG CH1_C-KAPPA 2,80 1adq IG CH1_C-LAMBDA 3,151etz IG CH1_C-LAMBDA 2,60 1nfd IG CH1_C-LAMBDA 2,801pg7 IG CH1_C-LAMBDA 2,50 1q0x IG CH1_C-LAMBDA 1,601o0v IG CH2_CH2 2,60 1hzh IG CH3_CH3 2,701i1 IG CH3_CH3 2,70 1igt IG CH3_CH3 2,801igy IG CH3_CH3 3,20 1ow0 IG CH3_CH3 3,101f6a IG CH4_CH4 3,50 1fne MHC C-LIKE_C-LIKE 1,901fv1 MHC C-LIKE_C-LIKE 1,90 1hdm MHC C-LIKE_C-LIKE 2,501jk8 MHC C-LIKE_C-LIKE 2,40 1jpf MHC C-LIKE_C-LIKE 2,181k8i MHC C-LIKE_C-LIKE 3,10 1kjv MHC C-LIKE_C-LIKE 1,481u3h MHC C-LIKE_C-LIKE 2,42 1zhl MHC C-LIKE_C-LIKE 1,501jtr TR C-ALPHA_C-BETA-1 2,40 1oga TR C-ALPHA_C-BETA-2 1,40
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Liste des strutures de Fab d'IG, IG, TR et MHC utilisées lors de l'analysedes réepteurs. Pour haque struture la résolution ristallographique (R)est indiquée.FAB E�etif total : 171ID R ID R ID R ID R ID R12e8 1,90 158 2,50 1a3r 2,10 1a5f 2,80 1a6t 2,701ad0 2,50 1ad9 2,80 1adq 3,15 1ae6 3,00 1ahw 3,001ai1 2,80 1aif 2,90 1aqk 1,84 1axt 2,15 1b2w 2,901b4j 2,90 1baf 2,90 1bbj 3,10 1bfo 2,60 1bln 2,801bz7 2,50 112 2,60 11e 1,90 15d 2,40 1e1 1,901i 2,50 1lo 2,10 1ly 2,50 1lz 2,80 1t8 2,201d5i 2,00 1dbb 2,70 1dee 2,70 1dn0 2,28 1dqd 2,101dqq 1,80 1e6j 3,00 1eap 2,50 1egj 2,80 1ehl 2,401eo8 2,80 1etz 2,60 1f11 3,00 1f3d 1,87 1f4w 2,301f58 2,00 1f8t 2,20 1fai 2,70 1fbi 3,00 1�g 3,001fj1 2,68 1�5 2,10 1fns 2,00 1fpt 3,00 1frg 2,801fsk 2,90 1fvd 2,50 1g9m 2,20 1gaf 1,95 1gig 2,301h0d 2,00 1hyx 1,80 1i7z 2,30 1i9r 3,10 1iai 2,901ibg 2,70 1ig 2,60 1igf 2,80 1igi 2,70 1ikf 2,501ind 2,20 1iqw 2,50 1it9 2,80 1jgl 2,15 1jgu 1,801jn6 2,70 1kb5 2,50 1ku 2,20 1kel 1,90 1ken 3,501kfa 2,80 1l7i 1,80 1l7t 2,10 1lk3 1,91 1lo0 2,001lo4 2,40 1mp 2,70 1mfb 2,10 1mhp 2,80 1mim 2,601mju 1,22 1mnu 2,50 1n0x 1,80 1nbv 2,00 1n2 2,101nw 1,30 1nj9 2,35 1nlb 1,60 1ob1 2,90 1opg 2,001orq 3,20 1ors 1,90 1osp 1,95 1ots 2,51 1p2 2,001p7k 1,75 1pg7 2,50 1plg 2,80 1psk 2,80 1q0x 1,601q1j 2,50 1q9r 1,45 1qfu 2,80 1qkz 1,95 1qyg 1,811r0a 2,80 1r24 3,10 1r3j 1,90 1rhh 1,90 1rih 2,501rjl 2,60 1rmf 2,80 1rur 1,50 1rz7 2,00 1rzg 2,001rzi 2,90 1s3k 1,90 1sbs 2,00 1seq 1,78 1sm3 1,951sy6 2,10 1t2q 1,83 1t4k 2,50 1t66 2,30 1tjg 2,001txv 2,75 1tzh 2,60 1u6a 2,81 1ub5 2,00 1uj3 2,101um4 1,80 1uwx 2,20 1uz8 1,80 1vge 2,00 1w72 2,151wej 1,80 1xgy 2,71 1yed 3,10 1yej 1,85 1yjd 2,701ynl 1,70 1yqv 1,70 1yuh 3,00 1yy8 2,00 1za3 3,351ztx 2,50 2a1w 2,70 2brr 1,95 2k0 2,20 2fb4 1,902fbj 1,95 2h1p 2,40 2hrp 2,20 2jel 2,50 2pp 2,20322 3,00 3hfm 3,00 4fab 2,70 6fab 1,90 8fab 1,80Suite de la table à la page suivante152



Suite de la table à la page préédenteIG E�etif total : 3ID R ID R ID R1hzh 2,70 1igt 2,80 1igy 3,20TR E�etif total : 5ID R ID R ID R ID R ID R1jtr 2,40 1lp9 2,00 1oga 1,40 1qrn 2,80 2ak4 2,50MHC-I E�etif total : 12ID R ID R ID R ID R ID R1frt 4,50 1i4f 1,40 1k5n 1,09 1k8d 2,30 1kjv 1,481kpr 2,80 1lk2 1,35 1mh 2,10 1nez 2,10 1r3h 2,501vgk 2,06 1ydp 1,90MHC-II E�etif total : 7ID R ID R ID R ID R ID R1f3j 3,10 1fne 1,90 1hdm 2,50 1jk8 2,40 1k8i 3,101klu 1,93 1u3h 2,42
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Liste des IG utilisés lors de l'analyse de ma �exibilité des CDR lors dela liaison IG/antigène. Les identi�ant des strutures (ID) ave une étoileorrespondent aux strutures ne présentant pas d'antigène (forme apo).IG IDs10E5 1txv 1ty310G6D6 1jn6* 1jnh13B5 1e6o* 1e6j1696 1n4x* 1jp517-Ia 1for* 1rvf17/9 1hil* 1ifh17E12E5 1jnl* 1jnn19D9D6 1nlb* 1n6419G2 1ub6* 1�31D4 1jgv* 1jgu21D8-himeri 15b* 1526-10 1igi* 1igj28 2hmi 1n5y2F5 2f5a* 1tjg 2f5b 1u9139-A11 1a4j* 1a4k3D6 1dfb* 1obe3F4 1r9* 1u44-4-20 1�r 4fab4155 1bfv* 1fv43C9 439* 43a48G7 1gaf* 1aj74C4 1ezv 1ejo50.1 1ggb* 1ggi57-2 1jhk* 1jgl58.2 1f58 3f58 2f5859.1 1ay 1ai15C8 158* 358 2585G9 1fgn* 1ahw77 1l7t* 1l7s7G12 1ngy* 1n7m 1ngx8F5 1bbd* 1a3r9B1 1q0y 1q0xSuite de la table à la page suivante
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Suite de la table à la page préédenteIG IDs9D9 1lo4* 1lo3 1lo0 1lo2AL2 6E>7 P9>G 1h8o* 1h8sAZ-28 preursor-himeri 1d5i* 1d6vAnti-Testosterone 1i9i* 1i9jB1-8 1a6u* 1a6v 1a6wB13I2 1igf* 2igfBv04-01 1nbv* 1bvC219 1ap2* 2ap2CETUXIMAB 1yy8* 1yy9Cab-CA05 1f2x* 1g6vCampath-1H 1bey* 1e1Cb41 1fq* 1hh9 1hh6 1hi6 1fn1ft 1fs 1bogCha255 1ine 1indCnj206 2gfb* 1knoD1.3 1i* 1vfbD2.3 1yeh* 1ye 1yej 1yek 1yef1kn4 1kn2 1yei 1yegD3H44 1jpt* 1jpsD44.1 1mlb* 1mlDNA-1 1i8m* 1xf2Db3 2dbl 1dbk 1dbj 1dba 1dbb1dbmE8 1qbl* 1wejF11.2.32 1mf2* 2hrpFab131 2k0 3k0Fab28 1j5o 1r0aHULYS11 1bvl* 1bvkHemagglutinin neutralising IG 2vis 2vit 2virHyhel-10 1hfm* 3hfmHyhel-5 3h� 2i� 1bqlHyhel-63 1dqm* 1dqjLnkb-2 1f8t* 1f90M82G2 1qyg* 1q72MS5-393 1mie* 1mj7MS6-12 1mju* 1mjjMPC603 1mp* 2mpSuite de la table à la page suivante155



Suite de la table à la page préédenteIG IDsMg 1dl* 1mk 1mn 1ml1md 1mj 1mi 1mf 1me1m 1mb 1mq 1mr 1a8jMn12H2 1mnu* 1mpaN1G9 1ngq* 1ngpNC10 1a14 1nmNC41 1na 1n 1nbNC6.8 1gs* 1ynl 2grPC282 1kv* 1ksPC287 1ku* 1k5S-20-4 1f4w* 1f4xS25-2 1q9k* 1q9v 1q9r 1q9w 1q9qSPE-7 1oaq* 1oax 1oau 1oazSya/J6 1m71* 1pz5Tp7 1ay1* 1bgx
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Liste des strutures d'IG utilisées pour le alul des ontats IG/antigène.1ar1 3h� 3hfm 1ay 1a3r 1a6w 1a6v 1ahw1a2y 1a4k 1a3l 1ai1 1afv 1aj7 1bgx 1bog1tzg 1bql 1bvk 108 112 15 1bv 1e11f8 1fs 1ft 1fv 1t8 1u4 1d6v 1dba1dbj 1dbk 1dee 1dl7 1dqj 1dzb 1f3d 1f3r1f4x 1f58 1f90 1fbi 1fe8 1�g 1fj1 1�31�r 1fns 1fpt 1fsk 1e4x 1e6j 1eap 1egj1ehl 1ejo 1em4 1etz 1ezv 1g7h 1g7i 1g7j1g7l 1g7m 1g9n 1ggi 1h8s 1hez 1hh6 1hh91hi6 1him 1hin 1hyx 1hyy 1i3g 1i7z 1i8i1i8k 1i9j 1i9r 1ibg 1i4 1i5 1i7 1igj1iif 1ine 1iqd 1j1o 1j1p 1j1x 1j5o 1jgl1jgu 1jhl 1jnh 1jnn 1jp5 1jps 1jrh 1k41k4d 1kb9 1k5 1ks 1kfa 1kn4 1kr 1ken1kip 1kiq 1kir 1kn2 1kno 1ktr 1l7s 1lk31lo0 1lo2 1lo3 1mhh 1ml 1mpa 1oau 1n5y1n6q 1n 1ngp 1nma 1nm 1nsn 1oak 1osp1qle 1qkz 1qnz 1rvf 1sm3 1vfb 1wej 1ye1yed 1yee 1yef 1yeg 1yuh 1yei 1yej 1yek258 2gr 2ap2 2bfv 2f58 2h1p 2hmi 2hrp2mp 2pp 2vir 2vis 2vit 358 3f58 3ft43a 4fab 1kyo 1dbb 1nmb 1bj1 1qfu 1mhp1n64 1nby 1nbz 1nw 1ngx 1ob1 1orq 1ors1ots 1ott 1otu 1p84 1pkq 2f5b 1g9m 1ifh1z8 1eo8 2hfm 2mpa 1g1 1baf 1ikf 1mj71tet 2igf 1fn 1dbm 1hys 1ind 1na 1nb1nd 2dbl 1e4w 1mex 1mh5 1mjj 1mvu 1nak2k0 3k0 1n2 1n4 1nl0 1oax 1oay 1oaz1p2 1q1j 1q9q 1q9r 1q9t 1q9v 1q9w 1ru91rua 1ruk 1rul 1rum 1rup 1rzk 1ua6 1ua1v7m 1v7n 1n0x 1p4b 1q0x 1q0y 1s78 1ub51s5h 1t66 1pz5 1uj3 1tzh 1tzi 1a0q 1rjl1tjg 1tjh 1tji 1txv 1ty3 1ty5 1ty6 1ty71u8h 1u8i 1u8j 1u8k 1u8l 1u8m 1u8n 1u8o1u8p 1u8q 1u91 1u92 1u93 1u95 1w72 1frg1yjd 1seq 1svz 1n8z 1r0a 1fdl 2i� 1ndgSuite de la table à la page suivante
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Suite de la table à la page préédente1ndm 1h0d 1n7m 1nd0 1ngw 1qfw 1r3i 1r3j1r3k 1r3l 1riu 1riv 1t03 1tpx 1tqb 1tq1uz8 1a14 1xf2 1yqv 1yy9 1yyl 1yym 2bob2bo 11e 1obe 1q72 1rzj 2jel 1uwx 1xgp1xgq 1xgr 1xgt 1xgu 1xgy 1ynk 1ynl 1za31ztx 2brr
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Liste des strutures de pMHC-I et de pMHC-II. Pour haque struture,la séquene du peptide, le ou les allèles du MHC et le nom et l'espèedu peptide sont indiqués. Pour les pMHC-II la séquene des neufs aidesaminés situés dans le site de liaison est fournie.Chaîne du Séquene du Allèle dupeptide peptide MHC Espèe et nom du peptidePeptides se liant au MHC-I de taille de 8 (40 strutures)1kj2_P KVITFIDL H2-K1b [Mouse℄ GTP-binding protein 1 peptide 161-168 pKB1 (O08582)1kj3_P KVITFIDL H2-K1b [Mouse℄ GTP-binding protein 1 peptide 161-168 pKB1 (O08582)1agd_C GGKKKYKL HLA-B*0801 [HIV-1℄ Gag peptide P17 23-30 (P03349)1agb_C GGRKKYKL HLA-B*0801 [HIV-1℄ Gag peptide P17 23-30 (P03349),K3>R1agf_C GGKKRYKL HLA-B*0801 [HIV-1℄ Gag peptide P17 23-30 (P03349),K5>R1ag_C GGKKKYQL HLA-B*0801 [HIV-1℄ Gag peptide P17 23-30 (P03349),K7>Q1age_C GGKKKYRL HLA-B*0801 [HIV-1℄ Gag peptide P17 23-30 (P03349),K7>R1rjy_P SSIEFARL H2-K1b [Herpes simplex virus℄ Glyoprotein B peptide448-505 (P06436)1rk0_P SSIEFARL H2-K1b [Herpes simplex virus℄ Glyoprotein B peptide448-505 (P06436)1t0m_P SSIEFARL H2-K1b [Herpes simplex virus℄ Glyoprotein B peptide448-505 (P06436)1t0n_P SSIEFARL H2-K1b [Herpes simplex virus℄ Glyoprotein B peptide448-505 (P06436)1rjz_P SEIEFARL H2-K1b [Herpes simplex virus℄ Glyoprotein B peptide448-505 (P06436), S2>E1rk1_P SEIEFARL H2-K1b [Herpes simplex virus℄ Glyoprotein B peptide448-505 (P06436), S2>E1n59_P AVYNFATM H2-K1b [LCMV℄ Glyoprotein G1 peptide 33-41(P07399), C9>M1s7q_C AVYNFATM H2-K1b [LCMV℄ Glyoprotein G1 peptide 33-41(P07399), C9>M1s7s_C ALYNFATM H2-K1b [LCMV℄ Glyoprotein G1 peptide 33-41(P07399), V3>L C9>M1s7t_C AVFNFATM H2-K1b [LCMV℄ Glyoprotein G1 peptide 33-41(P07399), Y4>F C9>M1e28_C TAFTIPSI HLA-B*5101 [HIV-1℄ Immunodominant epitope KM2 pep-tide 282-289 (P12499)1lk2_P GNYSFYAL H2-K1b [Mouse℄ Insulin reeptor beta-subunit peptide423-430 (P15208)Suite de la table à la page suivante159



Suite de la table à la page préédenteChaîne du Séquene du Allèle dupeptide peptide MHC Espèe et nom du peptide1g7q_P SAPDTRPA H2-K1b [Human℄ Muin 1 transmembrane peptide180-187 (NM_002456)1jtr_P EQYKFYSV H2-K1b [Mouse℄ NADH-ubiquinone oxidoredutaseMLRQ subunit peptide 61-68 (Q62425)1leg_P EQYKFYSV H2-K1b [Mouse℄ NADH-ubiquinone oxidoredutaseMLRQ subunit peptide 61-68 (Q62425)1lek_P EQYKFYSV H2-K1b [Mouse℄ NADH-ubiquinone oxidoredutaseMLRQ subunit peptide 61-68 (Q62425)1mwa_P EQYKFYSV H2-K1b [Mouse℄ NADH-ubiquinone oxidoredutaseMLRQ subunit peptide 61-68 (Q62425)2kb_P EQYKFYSV H2-K1b [Mouse℄ NADH-ubiquinone oxidoredutaseMLRQ subunit peptide 61-68 (Q62425)1a1n_C VPLRPMTY HLA-B*3501 [HIV-1℄ Nef peptide 78-85 (P03407)1bqh_C RGYVYQGL H2-K1b [Stomatitis℄ Nuleoapsid protein VSV8 pep-tide 52-59 (P11212)1fzj_P RGYVYQGL H2-K1b [Stomatitis℄ Nuleoapsid protein VSV8 pep-tide 52-59 (P11212)1fzm_P RGYVYQGL H2-K1b [Stomatitis℄ Nuleoapsid protein VSV8 pep-tide 52-59 (P11212)1nam_P RGYVYQGL H2-K1b [Stomatitis℄ Nuleoapsid protein VSV8 pep-tide 52-59 (P11212)2mha_E RGYVYQGL H2-K1b [Stomatitis℄ Nuleoapsid protein VSV8 pep-tide 52-59 (P11212)2vaa_P RGYVYQGL H2-K1b [Stomatitis℄ Nuleoapsid protein VSV8 pep-tide 52-59 (P11212)1osz_C RGYLYQGL H2-K1b [Stomatitis℄ Nuleoapsid protein VSV8 pep-tide 52-59 (P11212), V4>L1kpu_P RGYVYQGL H2-K1b [Stomatitis℄ Nuleoapsid protein peptide 52-59 (P11212)1p1z_P SIINFEKL H2-K1b [Chiken℄ Ovalbumin peptide 257-264(P01012)1p4l_P SIINFEKL H2-K1b [Chiken℄ Ovalbumin peptide 257-264(P01012)1va_P SIINFEKL H2-K1b [Chiken℄ Ovalbumin peptide 257-264(P01012)1g6r_P SIYRYYGL H2-K1b [Chimeri℄ Superantagonist peptide SIYR1fo0_P INFDFNTI H2-K1b [Mouse℄ pBM1 peptide1nan_M INFDFNTI H2-K1b [Mouse℄ pBM1 peptidePeptides se liant au MHC-I de taille de 9 (85 strutures)1g7p_P SRDHSRTPM H2-K1b [Yeast℄ Alpha-gluosidase MAL32 peptide438-446 (P38158)1vad_P SRDHSRTPM H2-K1b [Yeast℄ Alpha-gluosidase MAL32 peptide438-446 (P38158)1kjm_P AQFSASASR RT1-A [Syntheti℄ B6 PeptideSuite de la table à la page suivante160



Suite de la table à la page préédenteChaîne du Séquene du Allèle dupeptide peptide MHC Espèe et nom du peptide1s9w_C SLLMWITQC HLA-A*0201 [Human℄ Caner/testis antigen 1B peptide157-165 (P78358)1s9x_C SLLMWITQA HLA-A*0201 [Human℄ Caner/testis antigen 1B peptide157-165 (P78358), C9>A1s9y_C SLLMWITQS HLA-A*0201 [Human℄ Caner/testis antigen 1B peptide157-165 (P78358), C9>S1kjv_P NPRAMQALL RT1-A [Rat℄ DA41 peptide 450458 (BAA92267)1m05_E FLRGRAYGL HLA-B*0801 [EBV℄ EBNA-3A peptide 193-201 (P12977),I9>L1mi5_C FLRGRAYGL HLA-B*0801 [EBV℄ EBNA-3A peptide 193-201 (P12977),I9>L1a9b_C LPPLDITPY HLA-B*3501 [EBV℄ EBNA-3C peptide 98-106 (P03204)1a9e_C LPPLDITPY HLA-B*3501 [EBV℄ EBNA-3C peptide 98-106 (P03204)1g9_C LPPLDITPY HLA-B*3501 [EBV℄ EBNA-3C peptide 98-106 (P03204),H4>P1a1m_C TPYDINQML HLA-B*5301 [HIV-2℄ Gag peptide P16 182-190 (P18095)1uxs_C RRRWRRLTV HLA-B*2705 [EBV℄ Gene terminal protein peptide 236-244(P13285)1uxw_C RRRWRRLTV HLA-B*2709 [EBV℄ Gene terminal protein peptide 236-244(P13285)1fg2_C KAVYNFATC H2-D1b [LCMV℄ Glyoprotein G1 peptide 33-41(P07399)1�n_C KAVYNFATM H2-D1b [LCMV℄ Glyoprotein G1 peptide 33-41(P07399), C9>M1n5a_C KAVYNFATM H2-D1b [LCMV℄ Glyoprotein G1 peptide 33-41(P07399), C9>M1s7u_C KAVYNFATM H2-D1b [LCMV℄ Glyoprotein G1 peptide 33-41(P07399), C9>M1s7r_C KAVYNLATM H2-K1b [LCMV℄ Glyoprotein G1 peptide 33-41(P07399), F6>L C9>M1s7v_C KAVYNLATM H2-D1b [LCMV℄ Glyoprotein G1 peptide 33-41(P07399), F6>L C9>M1�o_C AAVYNFATM H2-D1b [LCMV℄ Glyoprotein G1 peptide 33-41(P07399), K1>A C9>M1�p_C SAVYNFATM H2-D1b [LCMV℄ Glyoprotein G1 peptide 33-41(P07399), K1>S C9>M1s7w_C KALYNFATM H2-D1b [LCMV℄ Glyoprotein G1 peptide 33-41(P07399), V3>L C9>M1s7x_C KAVFNFATM H2-D1b [LCMV℄ Glyoprotein G1 peptide 33-41(P07399), Y4>F C9>M1inq_C SSVVGVWYL H2-D1b [Mouse℄ H13A minor histoompatibility anti-gen peptide 51-59 (AAB81863)1juf_C SSVIGVWYL H2-D1b [Mouse℄ H13A minor histoompatibility anti-gen peptide 51-59 (AAB81863), V4>I1kpr_P VMAPRTVLL HLA-E*0103 [Human℄ HLA-B*0714 peptide (HLA01049)1mhe_P VMAPRTVLL HLA-E*0101 [Human℄ HLA-B*0714 peptide (HLA01049)1ktl_P VTAPRTLLL HLA-E*0103 [Human℄ HLA-B*1313 peptide (HLA01858)Suite de la table à la page suivante161



Suite de la table à la page préédenteChaîne du Séquene du Allèle dupeptide peptide MHC Espèe et nom du peptide1im9_C QYDDAVYKL HLA-Cw*0401 [Human℄ HLA-Cw4 spei� peptide1qqd_C QYDDAVYKL HLA-Cw*0401 [Human℄ HLA-Cw4 spei� peptide1m6o_C EEFGRAFSF HLA-B*4402 [Human℄ HLA-DPA1*0201 peptide 46-54(HLA00504)1n2r_C EEFGRAFSF HLA-B*4403 [Human℄ HLA-DPA1*0201 peptide 46-54(HLA00504)1syv_C EEFGRAFSF HLA-B*44 [Human℄ HLA-DPA1*0201 peptide 46-54(HLA00504)1wbz_P SSYRRPVGI H2-K1b [In�uenza A virus℄ I RNA-direted RNA poly-merase subunit P1 peptide 703-711 (P21426)1e27_C LPPVVAKEI HLA-B*5101 [HIV-1℄ Immunodominant epitope KM1 pep-tide 742-750 (P24740)1efx_C GAVDPLLAL HLA-Cw*0304 [Human℄ Importin alpha-2 subunit peptide204-212 (P52292)1a1o_C KPIVQYDNF HLA-B*5301 [Plasmodium℄ LSA-1 1786-1794 (Q25893)1jge_C GRFAAAIAK HLA-B*2705 [Syntheti℄ M9 peptide1k5n_C GRFAAAIAK HLA-B*2709 [Syntheti℄ M9 peptide1hhi_C GILGFVFTL HLA-A*0201 [In�uenza A virus℄ Matrix protein M1 peptide58-66 (Q66PA1)1oga_C GILGFVFTL HLA-A*0201 [In�uenza A virus℄ Matrix protein M1 peptide58-66 (Q66PA1)1jht_C ALGIGILTV HLA-A*0201 [Human℄ Melan-A peptide 27-35(NP_005502), A2>L1w72_C EADPTGHSY HLA-A*0101 [Human℄ Melanoma-assoiated antigen 1 pep-tide 161-169 (P43355)1qew_C FLWGPRALV HLA-A*0201 [Human℄ Melanoma-assoiated antigen 3 pep-tide 271-279 (P43357)1kpv_P FAPGNYPAL H2-K1b [Sendai℄ Nuleoapsid protein peptide 324-332(P04857)1e6_C FAPGNYPAL H2-D1b [Sendai℄ Nuleoapsid protein peptide 324-332(P04857)1fzk_P FAPGNYPAL H2-K1b [Sendai℄ Nuleoapsid protein peptide 324-332(P04857)1fzo_P FAPGNYPAL H2-K1b [Sendai℄ Nuleoapsid protein peptide 324-332(P04857)2vab_P FAPGNYPAL H2-K1b [Sendai℄ Nuleoapsid protein peptide 324-332(P04857)1qlf_C FAPSNYPAL H2-D1b [Sendai℄ Nuleoapsid protein peptide 324-332(P04857), G4>S(O-GlNa)1bz9_C FAPGVFPYM H2-D1b [Sendai℄ Nuleoapsid protein peptide 324-332(P04857), N5>V Y6>F A8>Y L9>M1i7r_C FAPGFFPYL HLA-A*0201 [Sendai℄ Nuleoapsid protein peptide 324-333(P04857), N5>F Y6>F A8>Y1ho_C ASNENMETM H2-D1b [In�uenza A virus℄ Nuleoprotein peptide 366-374 (P18277)Suite de la table à la page suivante162



Suite de la table à la page préédenteChaîne du Séquene du Allèle dupeptide peptide MHC Espèe et nom du peptide1jpg_C FQPQNGQFI H2-D1b [LCMV℄ Nuleoprotein peptide 396-404(M20869)1ldp_P APAAAAAAM H2-Ld-2 [Melanogaster℄ Peptide1hsa_C ARAAAAAAA HLA-B*2705 [Human℄ Peptide1ld9_C YPNVNIHNF H2-Ld-2 [Syntheti℄ Peptide1qr1_C IISAVVGIL HLA-A*0201 [Human℄ Reeptor tyrosine-protein kinaseerbB-2 peptide 654-662 (P04626)1eez_C ILSALVGIL HLA-A*0201 [Human℄ Reeptor tyrosine-protein kinaseerbB-2 peptide 654-662 (P04626), I2>L,L5>V1eey_C ILSALVGIV HLA-A*0201 [Human℄ Reeptor tyrosine-protein kinaseerbB-2 peptide 654-662 (P04626), I2>L,L5>V, L9>V1hhj_C ILKEPVHGV HLA-A*0201 [HIV-1℄ Reverse transriptase (POL) peptide476-484 (P03366)1p7q_C ILKEPVHGV HLA-A*0201 [HIV-1℄ Reverse transriptase (POL) peptide476-484 (P03366)1i1f_C FLKEPVHGV HLA-A*0201 [HIV-1℄ Reverse transriptase (POL) peptide476-484 (P03366), I1>F1i1y_C YLKEPVHGV HLA-A*0201 [HIV-1℄ Reverse transriptase (POL) peptide476-484 (P03366), I1>Y1k8d_P ILMEHIHKL H2-Q9 [Mouse℄ Self 60s ribosomal protein peptide137-145 (P84099)1b0g_C ALWGFFPVL HLA-A*0201 [Human℄ Self peptide P10491lp9_C ALWGFFPVL HLA-A*0201 [Human℄ Self peptide P10491i7t_C ALWGVFPVL HLA-A*0201 [Human℄ Self peptide P1049, F>5V1i7u_C ALWGFVPVL HLA-A*0201 [Human℄ Self peptide P1049, F>6V1sys_C EEPTVIKKY HLA-B*4403 [Human℄ Sorting nexin 5 peptide 257-265(Q9Y5X3)1ao7_C LLFGYPVYV HLA-A*0201 [HTLV-1℄ Tax peptide 11-19 (Q82235)1bd2_C LLFGYPVYV HLA-A*0201 [HTLV-1℄ Tax peptide 11-19 (Q82235)1duz_C LLFGYPVYV HLA-A*0201 [HTLV-1℄ Tax peptide 11-19 (Q82235)1hhk_C LLFGYPVYV HLA-A*0201 [HTLV-1℄ Tax peptide 11-19 (Q82235)1im3_C LLFGYPVYV HLA-A*0201 [HTLV-1℄ Tax peptide 11-19 (Q82235)1qrn_C LLFGYAVYV HLA-A*0201 [HTLV-1℄ Tax peptide 11-19 (Q82235), P6>A1qse_C LLFGYPRYV HLA-A*0201 [HTLV-1℄ Tax peptide 11-19 (Q82235), V7>R1qsf_C LLFGYPVAV HLA-A*0201 [HTLV-1℄ Tax peptide 11-19 (Q82235), Y8>A1of2_C RRKWRRWHL HLA-B*2709 [Human℄ Vasoative intestinal polypeptide re-eptor 1 peptide 400-408 (P32241)1ogt_C RRKWRRWHL HLA-B*2705 [Human℄ Vasoative intestinal polypeptide re-eptor 1 peptide 400-408 (P32241)1hhg_C TLTSCNTSV HLA-A*0201 [HIV-1℄ gp120 envelope protein peptide 192-200 (P03375)1q94_C AIFQSSMTK HLA-A*1101 [HIV-1℄ reverse transriptase (POL) peptide325-333 (P03366)Suite de la table à la page suivante163



Suite de la table à la page préédenteChaîne du Séquene du Allèle(s) dupeptide peptide MHC Espèe et nom du peptide1akj_C ILKEPVHGV HLA-A*0201 [HIV-1℄ reverse transriptase (POL) peptide476-484 (P03366)1jgd_C RRLLRGHNQY HLA-B*27 [Human℄ HLA-B*2707 peptide S10R 107-116(HLA00228), G1>R1n3n_I SALQNAASIA H2-D1b [Myobaterium bovis℄ HSP60 epitope peptidePeptides se liant au MHC-I de taille de 10 (12 strutures)1wbx_C SQLKNNAKEI H2-D1b [In�uenza A virus℄ Hemagglutinin peptide468-477 (P26140)1jf1_C ELAGIGILTV HLA-A*0201 [Human℄ Melan-A peptide 26-35(NP_005502), A2>L1i4f_C GVYDGREHTV HLA-A*0201 [Human℄ Melanoma-assoiated antigen 4 pep-tide 230-239 (P43358)1qvo_C QVPLRPMTYK HLA-A*1101 [HIV-1℄ Nef peptide 77-86 (P03407)1hhh_C FLPSDFFPSV HLA-A*0201 [HBV℄ Nuleoapsid protein peptide 18-271tm_C EVAPPEYHRK HLA-A*6801 [Human℄ Peptide1wby_C SSLENFRAYV H2-D1b [In�uenza A virus℄ Polymerase subunit pep-tide 224-233 (Q8QLZ6)1bii_P RGPGRAFVTI H2-D1d [HIV-1℄ gp120 envelope protein peptide 311-320 (P03375)1ddh_P RGPGRAFVTI H2-D1d [HIV-1℄ gp120 envelope protein peptide 311-320 (P03375)1qo3_P RGPGRAFVTI H2-D1d [HIV-1℄ gp120 envelope protein peptide 311-320 (P03375)Peptides se liant au MHC-II1s9v_C PFPQPELPY HLA-DQA1*0501HLA-DQB1*0201 [Wheat℄ Alpha/beta-gliadin peptide 78-88(P02863), Q8>E2seb_E MRADAAAGG HLA-DRA*0101HLA-DRB1*0401 [Human℄ Collagen alpha 1(II) peptide 1168-1179 (P02458), Q1>A 7Q>A L12>A1r5w_E IAYFKAATK H2-EAk H2-EB1k [Moth℄ Cytohrome  peptide 96-107(P00037), L7>F E9>A S10>A1r5v_E IAYPKAATK H2-EAk H2-EB1k [Moth℄ Cytohrome  peptide 96-107(P00037), L7>P E9>A S10>A1h15_C YHFVKKHVH HLA-DRA*0101HLA-DRB5*0101 [Human℄ DNA Polymerase peptide 628-641(P03198)1sjh_C VIPMFSALS HLA-DRA*0101HLA-DRB1*0101 [HIV-1℄ Gag peptide P17 167-179 (P03349)1sje_C VIPMFSALS HLA-DRA*0101HLA-DRB1*0101 [HIV-1℄ Gag peptide P17 167-182 (P03349)1lnu_B AQKAKANKA H2-AAb H2-ABb [Mouse℄ H-2 Class II Histoompatibility Anti-gen1aqd_C WRFLRGYHQ HLA-DRA*0101HLA-DRB1*0101 [Human℄ HLA-A*02 peptide 128-141(HLA00005)Suite de la table à la page suivante164



Suite de la table à la page préédenteChaîne du Séquene du Allèles dupeptide peptide MHC Espèe et nom du peptide1a6a_C MRMATPLLM HLA-DRA*0101HLA-DRB1*0301 [Human℄ HLA-DR antigens assoiated inva-riant hain CLIP peptide 103-117 (P04233)1muj_C MRMATPLLM H2-AAb H2-ABb [Human℄ HLA-DR antigens assoiated inva-riant hain CLIP peptide 103-117 (P04233)1dlh_C YVKQNTLKL HLA-DRA*0101HLA-DRB1*0101 [In�uenza℄ Hemagglutinin HA1 peptide 322-334 (P03437)1fyt_C YVKQNTLKL HLA-DRA*0101HLA-DRB1*0101 [In�uenza℄ Hemagglutinin HA1 peptide 322-334 (P03437)1dlh_C YVKQNTLKL HLA-DRA*0101HLA-DRB1*0101 [In�uenza℄ Hemagglutinin HA1 peptide 322-334 (P03437)1fyt_C YVKQNTLKL HLA-DRA*0101HLA-DRB1*0101 [In�uenza℄ Hemagglutinin HA1 peptide 322-334 (P03437)1hxy_C YVKQNTLKL HLA-DRA*0101HLA-DRB1*0101 [In�uenza℄ Hemagglutinin HA1 peptide 322-334 (P03437)1j8h_C YVKQNTLKL HLA-DRA*0101HLA-DRB1*0401 [In�uenza℄ Hemagglutinin HA1 peptide 322-334 (P03437)1jwm_C YVKQNTLKL HLA-DRA*0101HLA-DRB1*0101 [In�uenza℄ Hemagglutinin HA1 peptide 322-334 (P03437)1jws_C YVKQNTLKL HLA-DRA*0101HLA-DRB1*0101 [In�uenza℄ Hemagglutinin HA1 peptide 322-334 (P03437)1jwu_C YVKQNTLKL HLA-DRA*0101HLA-DRB1*0101 [In�uenza℄ Hemagglutinin HA1 peptide 322-334 (P03437)1kg0_D YVKQNTLKL HLA-DRA*0101HLA-DRB1*0101 [In�uenza℄ Hemagglutinin HA1 peptide 322-334 (P03437)1lo5_C YVKQNTLKL HLA-DRA*0101HLA-DRB1*0101 [In�uenza℄ Hemagglutinin HA1 peptide 322-334 (P03437)1r5i_C YVKQNTLKL HLA-DRA*0101HLA-DRB1*0101 [In�uenza℄ Hemagglutinin HA1 peptide 322-334 (P03437)1jk8_C EALYLVCGE HLA-DQA1*0302HLA-DQB1*0302 [Human℄ Insulin B hain peptide 35-48(P01308), F48>G1f3j_P RHGLDNYRG H2-AAd H2-AB-NOD [Chiken℄ Lysozyme peptide 29-42 (P00698)1iak_P DYGILQINS H2-AAk H2-ABk [Chiken℄ Lysozyme peptide 68-80 (P00698)1bx2_C VHFFKNIVT HLA-DRA*0101HLA-DRB1*1501 [Human℄ Myelin basi protein MBP peptide117-230 (P02686)1fv1_F FKNIVTPRT HLA-DRA*0101HLA-DRB5*0101 [Human℄ Myelin basi protein MBP peptide119-236 (P02686)1k2d_P GGASQYRPS H2-AAu H2-ABu [Human℄ Myelin basi protein MBP peptide131-142 (P02686), L1>S D2>R V3>G M4>GQ8>R1uvq_C LPSTKVSWA HLA-DQA1*0102HLA-DQB1*0602 [Human℄ Orexin peptide 1-13 (O43612)1d9k_P HRGAIEWEG H2-AAk H2-ABk [Chiken℄ Ovotransferrin peptide 150-165(P02789), T1>G L2>N L3>SSuite de la table à la page suivante165



Suite de la table à la page préédenteChaîne du Séquene du Allèles dupeptide peptide MHC Espèe et nom du peptide1jl4_C HRGAIEWEG H2-AAk H2-ABk [Chiken℄ Ovotransferrin peptide 150-165(P02789), T1>G L2>N L3>S1t5w_C YSDQATPLL HLA-DRA*0101HLA-DRB1*0101 [Yeast℄ Regulatory protein MIG1 peptide 448-460 (P27705), S1>A S2>A S3>Y L5>DS6>Q T7>A1t5x_C YSDQATPLL HLA-DRA*0101HLA-DRB1*0101 [Yeast℄ Regulatory protein MIG1 peptide 448-460 (P27705), S1>A S2>A S3>Y L5>DS6>Q T7>A1klu_C IGTLNAAKV HLA-DRA*0101HLA-DRB1*0101 [Human℄ Triosephosphate isomerase peptide21-36 (P60174)1klg_C IGILNAAKV HLA-DRA*0101HLA-DRB1*0101 [Human℄ Triosephosphate isomerase peptide21-36 (P60174), T6>I1kt2_B IAYLKQATK H2-EAk H2-EB1k [Mouse℄ pMHC1001ktd_B IAYLKQASA H2-EAk H2-EB1k [Mouse℄ pMHC1012iad_B TQGVTAASS H2-AAd H2-ABd [Mouse℄ pMHC1141es0_B IAPVFVLLE H2-AAd H2-AB-NOD [Mouse℄ pMHC711fne_B ITAFNDGLK H2-EAk H2-EB1k [Mouse℄ pMHC741fng_B ITAFNEGLK H2-EAk H2-EB1k [Mouse℄ pMHC751i3r_B ITAFNEGLK H2-EAk H2-EB1k [Mouse℄ pMHC841iao_B SQAVHAAHA H2-AAd H2-ABd [Mouse℄ pMHC861iea_B ITAFNEGLK H2-EAk H2-EB1k [Mouse℄ pMHC871ieb_B VNHFIAEFK H2-EAk H2-EB1k [Mouse℄ pMHC88
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Liste des strutures de MHC utilisées pour le lassement de la librairie deSCHISMo.1mfa 15 1a2y 1be 1bww 1dlf 1eeq 1eeu1efq 1g7j 1g7p 1g7q 1i4f 1k5n 1kg 1kjv1l6x 2dlf 2rhe 1kxv 1kxq 1kpu 1kpv 1mqk1mvf 1n4x 1nw 1nlb 1oga 1op3 1lk2 1m6o1mex 1mj8 1mvu 1q72 1j05 1oaq 1n2r 1ogt1q9o 1q9q 1q9r 1q9t 1q9v 1q9w 1ruk 1rup
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Liste des strutures extraites de IMGT/3Dstruture-DB utilisées pour ladérivation de la librairie de LLIPA.1mfa 12e8 15 1atm 1aag 1aqk 1a6w 1a6v1a2y 1a3l 1b0w 1be 1bww 11e 1d0 1e11dgx 1dh4 1dh5 1dh6 1dh7 1dh8 1dh9 1dha1dho 1dhq 1dhu 1dhv 1dhw 1dhz 1dlf 1dqq1duz 1dvf 1dx2 1dx3 1f3d 1f3r 1fgv 1�r1fne 1fng 1fv1 1fvb 1fvw 1fzj 1fzk 1fzm1fzo 1e4w 1e4x 1e6o 1eeq 1eeu 1efq 1ek31em4 1g7h 1g7i 1g7j 1g7m 1g7p 1g7q 1g841gaf 1gpo 1bwm 1h5b 1h8n 1hfm 1hou 1hsb1hyx 1hyy 1i4f 1i7u 1i8k 1iak 1ieh 1iga1ige 1iif 1j1o 1j1p 1j1x 1jf1 1jfq 1jgu1jgv 1jps 1jpt 1jtp 1jvk 1k5n 1kv 1kel1kg 1kiq 1kjv 1klu 1kn2 1kn4 1l6q 1l6x1l7i 1lds 1leg 1lk3 1lve 1maj 1mak 1mig1obe 1osp 1qa 1qg 1qkz 1qnz 1rog 1roh1roi 1roj 1rok 1rol 1sm3 1tvd 1vfa 1vfb1vhp 1wej 1wtl 1ye 1yei 1yej 2d0 2dlf2fb4 2fbj 2fvb 2fvw 2hfm 2ige 2imn 2loi2psk 2rhe 6fab 8fab 1kxv 1kxq 1jgd 1kpu1kpv 1lgv 1mqk 1mvf 1n4x 1nby 1nbz 1nw1ndg 1ngx 1nlb 1oga 1op3 1ors 1lk2 1m051m6o 1mex 1mie 1mj8 1mju 1mvu 1op9 1pz51q72 1qyg 1j05 1oaq 1oau 1n2r 1ogt 1ol01q9k 1q9o 1q9q 1q9r 1q9t 1q9v 1q9w 1rua1ruk 1rul 1rum 1rup 1ruq 1rur 1rzf 1ua61ua 1uvq 1n0x 1q0x 1s7q 1s7s 1sjv 1pew1s3k 1pw3 1sq2 1xfp 1p7k 1rjy 1syv 1t0n1um4 1um5 1um6 1uxs 1uxw 1xh3 1xiw 1r701rhh 1ri8 1rj 1wbx 1seq 1svz 1fnl 1g9e1hv 1i3u 1jnj 1n7m 1ngz 1r3j 1shm 1t6v1t7v 1uz8 1ydp 2fb 1lqv 1t2j 1tvb 1tvh1x9q 1xr9 1yqv
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