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Préface.

Mon projet de thése, démarré en octobre 2001, sous la direction scientifique de Marie-
Paule Lefranc, Professeur a I'Université Montpellier IT et Membre Senior de I'Institut
Universitaire de France, responsable avec le Professeur Gérard Lefranc du laboratoire
d’Immunogénétique Moléculaire & I'Institut de Génétique Humaine (UPR, CNRS 1142),
et de Laurent Chiche, Directeur de Recherche au Centre de Biochimie Structurale (UMR
CNRS 5048), a pour but l'analyse structurale des récepteurs d’antigénes dans IMGT et
leur modélisation moléculaire.

A la suite des travaux de thése de Manuel Ruiz, j’ai poursuivi le développement
de la base de données de structures, IMGT/3Dstructure-DB. Elle fait partie intégrante
d’IMGT, le systéme d’information international en ImMunoGénéTique spécialisé dans
les immunoglobulines (IG), les récepteurs T (TR), le complexe majeur d’histocompa-
tibilité (MHC), et les protéines apparentées du systéme immunitaire (RPI, pour rela-
ted proteins of the immune system ) de 'homme et des autres vertébrés (Chapitre 1).
IMGT /3Dstructure-DB fournit une ressource unique d’expertise de données structurales
d’lG, de TR, de MHC, et de RPIL. Les IG, les TR, les MHC et les RPI sont des pro-
téines qui ont été largement étudiées au niveau structural. Néanmoins, en raison de la
complexité de leur polymorphisme et, pour les IG et les TR, de leur synthése, une base
de données de structures tridimensionnelles spécialisée est nécessaire, en particulier pour
identifier de maniére experte les génes et les alléles codant ces protéines ou pour des
analyses statistiques poussées.

Avant mon arrivée au laboratoire, la premiére version IMGT/3Dstructure-DB gérait
les structures 3D d'IG compléte ou de Fab d’IG. Elle proposait I'identification des génes
et alléles et également la numérotation unique d’un type de domaine protéique. J’ai repris
le développement de IMGT /3Dstructure-DB et complétement modifié sa structure afin
de pouvoir gérer n’importe quel type de fragment de protéine et de domaine, que ce soit
pour les IG, les TR, les MHC ou les RPI (Chapitre 2). Dans la nouvelle organisation
d’IMGT/3Dstructure-DB le concept de base est la position IMGT des acides aminés dans
un domaine, ce qui a notamment permis la caractérisation des interfaces moléculaires.
Les données de références utilisées lors de 'annotation comprennent les noms des génes et
alléles de références, les séquences correspondantes et les termes de description qui sont
stockés dans des tables complémentaires, ce qui contribue sensiblement a la réduction de
la redondance des données. J'ai développé des programmes de gestion des entrées de la
base de données, qui traitent automatiquement les nouvelles structures 3D, et une in-
terface d’annotation semi-manuelle, qui autorise le paramétrage de chacune des étapes.



Finalement j’ai amélioré l'interface donnant accés aux informations de la base de don-
nées. Elle permet dorénavant la recherche des structures suivant de nombreux critéres et
I’affichage sous forme d’un tableau synthétique des données sélectionnées. Cette nouvelle
interface donne également accés aux outils de visualisation, d’analyse de contacts, ainsi
qu’aux fichiers de coordonnées renumérotés selon la numérotation unique IMGT.

La standardisation des données structurales d’'IMGT /3Dstructure-DB m’a permis de
mettre en place une analyse automatique des structures des récepteurs d’antigeénes qui re-
pose sur un grand nombre d’entrées (Chapitre 3). Le nombre de structures des récepteurs
d’antigénes et de leurs complexes est recensé. Les structures des domaines protéiques, qui
constituent les récepteurs d’antigénes, sont caractérisées par (1) leur variation de compo-
sition en acides aminés, (2) leur variation de topologie, (3) la mesure de certains angles
caractéristiques, (4) leur variation de conformation et (5) la conservation des contacts
entre leurs résidus. Les arrangements des domaines dans les récepteurs sont comparés.
Les différentes interfaces moléculaires entre les récepteurs et les antigénes — antigéne/IG,
peptide/MHC et TR /peptide/ MHC — sont analysées. Chaque interface a été le sujet d’une
étude de variabilité conformationnelle du complexe ou d’un élément du complexe lors de
la liaison a I'antigéne, et d’une analyse des contacts entre positions IMGT. Ces données
sont particuliérement utiles a la caractérisation des comportements structuraux moyens
des IG, TR et MHC.

Par ailleurs, j’ai ensuite mis en place plusieurs protocoles qui permettent notamment
I'isolement des chaines, des domaines et des complexes avec un antigéne, la création de
graphiques de population et la superposition des différentes informations sur une repré-
sentation en deux dimensions des domaines protéiques. Ces protocoles pourront étre faci-
lement étendus pour gérer de nouvelles analyses qui seront automatiquement mises a jour
en méme temps que IMGT/3Dstructure-DB.

La derniére partie de ma thése concerne la modélisation moléculaire de complexes
peptide/ MHC et de complexes TR /peptide/ MHC (Chapitre 4). Les phénoménes immu-
nologiques impliquent des groupes de complexes peptide/MHC et TR /peptide/MHC dont
la population est importante. Pourtant aucune méthode actuelle ne permet de simuler les
structures d’'un nombre aussi important de complexes. J'ai développé des techniques de
modélisation qui s’inscrivent dans ce contexte et permettent de modéliser rapidement les
chaines latérales et la conformation des boucles protéiques. Mon algorithme de prédiction
des chaines latérales, SCHISMo, utilise une hiérarchie de représentations simplifiées et
des heuristiques simples. Il a été appliqué a la modélisation des peptides dans les com-
plexes peptide/ MHC-II. Ses performances se comparent favorablement aux algorithmes
couramment employés, et les objectifs de rapidité et de précision sont atteints. L’algo-
rithme de modélisation de conformations de boucles, LLIPA, utilise une bibliothéque de
conformations de fragments de chaine principale (dipeptides). Cet algorithme a pour but
la génération d’un ensemble de conformations de boucles proches de la conformation na-
tive, tout en conservant la population de cet ensemble suffisamment réduite. Pour cela
la bibliothéque de conformations de chaine principale a été classée suivant la représenta-
tivité des conformations dans des structures expérimentales, et la méthode de recherche
de conformations de boucles fait usage de ce classement des conformations. LLIPA a été
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appliquée avec succeés a la modélisation des peptides dans les complexes peptide/ MHC-I
et a la modélisation des boucles de TR dans les complexes TR /peptide/ MHC.
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Introduction.

La description de mes travaux de thése nécessite la connaissance de quelques élé-
ments d’immunologie qui vont étre développés succinctement. Le systéme immunitaire
d’un organisme est un ensemble de mécanismes chimiques et cellulaires ayant pour but la
destruction et I’élimination des organismes envahisseurs et de toutes molécules étrangéres
a I’hote (invasion bactérienne, fongique, virale, ou tumorale). Des cellules et des molécules
spécialisées sont impliquées dans la distinction du soi et du non soi. Chez les espéces ver-
tébrés a machoires (Gnathostomes), les cellules B et T, encore appelées lymphocytes B et
T, font partie des cellules du systéme immunitaire.

Role des lymphocytes B et T

Les lymphocytes B, qui se développent chez ’homme dans la moelle osseuse (B pour
bone), produisent des immunoglobulines (notées IG et encore appelées anticorps) |1]. Ces
glycoprotéines se lient aux molécules organiques ou minérales étrangéres a l'organisme,
appelées antigéne (en anglais antigen pour antibody generator). La liaison des anticorps
permet le marquage des virus, des toxines bactériennes, et des cellules étrangéres afin
qu'’ils soient détruits (par des cellules phagocytaires ou les molécules du complément).
Les immunoglobulines peuvent se trouver soit sous une forme circulante (dans un état
de multiméres) soit sous forme de protéines membranaires a la surface des lymphocytes
B. Les lymphocytes T, qui se développent chez ’homme dans le thymus, sont de deux
types. Ceux du premier type expriment le corécepteur CD4. La plupart d’entre eux sont
des lymphocytes T auxiliaires qui aident a la différenciation des lymphocytes B. Ceux
appartenant au second type expriment le corécepteur CD8 et sont pour la plupart cyto-
toxiques. Ils identifient et détruisent les cellules du soi infectées par un virus et les cellules
tumorales. A la surface de la plupart des cellules de 'organisme, le complexe majeur
d’histocompatibilité (MHC) expose des peptides issus de la dégradation des protéines. Les
récepteurs T (TR), présents a la surface des lymphocytes T, se lient au complexe pep-
tide/MHC (pMHC) [2]. Le TR fait partie du compleze du récepteur T (TcR), un complexe
de surface transmembranaire & plusieurs sous-unités comprenant également des chaines
CD3, un corécepteur CD4 ou CDS8, un costimulateur CD28 ou CTLA-4, et une chaine
CD2 |2|. Une liaison entre les TR et les pMHC peut activer la cellule T grace a des in-
teractions avec les CD3 et d’autres composant du TcR. La cellule T activée secréte des
perforines, des protéines perforant les membranes, qui vont détruire la cellule possédant
le pMHC. 1l existe deux classes de MHC, le MHC de classe I (MHC-I) et le MHC de classe



IT (MHC-IT), qui se lient & des peptides ayant des origines différentes. Les MHC-I lient des
peptides endogenes; la liaison au peptide intervient dans le réticulum endoplasmique et
le MHC-T est transporté a travers I'appareil de Golgi jusqu’a la membrane plasmique [3].
Les MHC-I peuvent également se lier avec des molécules de nature non protéique, comme
un héme [4]. Les MHC-II se lient a des peptides exogénes; la liaison intervient dans des
compartiments endosomiques aprés la dégradation des protéines.

Reconnaissance du soi et développement des lymphocytes B et T

Le systéme immunitaire doit pouvoir faire la distinction entre les molécules du soi
et du non soi. Ce partage est effectué par la sélection clonale négative qui élimine les
lymphocytes B et T qui réagissent vis-a-vis des molécules et cellules de I’hote. La sélection
clonale négative des lymphocytes B intervient dans la moelle des os. Les lymphocytes T
doivent de plus reconnaitre les MHC du soi tout en étant capable de détecter les peptides
exogénes. Dans le thymus, les lymphocytes T immatures sont en contact avec les cellules
exprimant les MHC-I et les MHC-II complexés avec des peptides endogénes. Deux types
de sélection clonale interviennent, une sélection négative si la liaison est trop forte, ce
qui contribue a empécher les phénoménes d’auto-immunité, et une sélection positive si la
liaison est plus faible, ce qui assure la reconnaissance des MHC du soi.

Diversité génétique des IG, des TR et des MHC.

L’énorme diversité des molécules exogénes nécessite une grande diversité des récepteurs
d’antigenes. Le nombre de cellules impliquées dans le systéme immunitaire est considé-
rable, et chez I’homme la quantité en masse de lymphocytes est comparable a celle des
cellules cérébrales. Pour citer une autre statistique frappante, chez I’homme, les IG repré-
sentent 20% en poids des protéines du plasma.

Des études biochimiques montrent que les IG sont constituées de deux chaines lourdes
identiques et de deux chaines légeres identiques. Chez ’homme et les autres mammi-
feres, il existe deux types de chaines légéres (lambda et kappa) et cing types de chaine
lourde (alpha, delta, epsilon, gamma, mu). La séquence des chaines lourdes est notam-
ment composée de quatre régions, notées V-REGION (variable), D-REGION (diversité),
J-REGION (jonction) et C-REGION (constant). Chaque région est codée par un géne
appartenant a une famille multigénique. Lors de la maturation des cellules B, le réarran-
gement combinatoire entre les génes V et J pour les chaines légéres et V, D et J pour les
chaines lourdes représente une premiére source de diversité. Au niveau des jonctions entre
les génes V et J d’une part et, V et D-J d’autre part, une diversité trés importante est
créée par le mécanisme de N-diversité caractérisé par des délétions et des additions aléa-
toires de nucléotides [1]. Finalement 'apparition de mutations hypersomatiques dans la
séquence nucléotidique des IG est une source additionnelle de diversité. De fagon similaire,
les séquences nucléotidiques des chaines légéres se composent de V-REGION, J-REGION
et C-REGION (pas de D-REGION). Chaque région est codée respectivement par un géne
V, Jet C, et les génes V et J sont soumis aux mémes mécanismes de diversité combina-
toire de réarrangement, de diversité de jonction (mais & un degré nettement moindre que



les chaines lourdes) et de mutations hypersomatiques.

Chaque TR est un hétérodimére formé soit d’une chaine de type alpha (TR-ALPHA) et
d’une chaine de type béta (TR-BETA), soit d'une chaine de type gamma (TRG) et d’une
chaine de type delta (TRD). Les chaines béta et delta sont composées de V-REGION,
D-REGION, J-REGION et C-REGION, comme les chaines lourdes des IG. Les chaines
alpha et gamma sont composées des V-REGION, J-REGION et C-REGION, comme les
chaines légeres des IG. De fagon similaire aux 1G, chacune de ces régions est codée par
un géne appartenant a une famille multigénique et le réarrangement combinatoire V-J ou
V-D-J lors de la maturation des lymphocytes T est responsable de la diversité génétique
des séquences nucléotidiques. Les mécanismes de N-diversité des jonctions V-J et V-DJ
sont sources de diversité mais les séquences de TR ne sont pas soumises a des mutations
hypersomatiques.

Les MHC-I sont constitués d’une chaine lourde, noté alpha (I-ALPHA), siége de la
diversité génétique, et d’une chaine légére, notée béta-2-microglobuline (B2M), qui est
remarquablement bien conservée méme entre espéces. Les MHC-II sont constitués de
deux chaines, alpha (II-ALPHA) et béta (II-BETA), qui sont de taille équivalente. Les
chaines alpha de MHC-I et chaque chaine de MHC-II sont chacune codées par un seul géne
appartenant a une famille multigénique. La diversité des MHC au sein d’un organisme est
bien moindre que pour les IG et les TR mais il existe une trés grande diversité au sein d'une
espéce |5]. Ceci est conforme au role du MHC puisqu’il sert de marqueur de 1'unicité du
soi. La description des événements génétiques a 'origine des séquences nucléotidiques et
protéiques des IG, des TR et des MHC est complexe. .’ensemble des données de séquences
mais aussi d’interactions, de spécificités et la description de la structure tridimensionnelle
de ces molécules nécessite un vocabulaire unifié. Une description standardisée permet la
comparaison et 'organisation des données, et ainsi la compréhension des mécanismes dont
ils sont I'objet!.

L «Toute la méthode consiste dans l'ordre et 'arrangement des objets sur lesquels il faut faire porter
la pénétration de l'intelligence pour découvrir quelque vérité.» Descartes  Régles pour la direction de
Uesprit, régle V



Chapitre 1

Standardisation des données
structurales dans IMGT.
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1.1 Les concepts A’ IMGT-ONTOLOGY.

Depuis 1989, IMGT, the international ImMunoGeneTics information system'®) [6]
[7], http ://imgt.cines.fr, spécialisé en ImMunoGénéTiques, rassemble et standardise les
données génétiques et structurales sur les IG, les TR, les MHC et les protéines apparentés
du systéme immunitaire, les RPI (RPI pour Related Proteins of the Immune system). Les
annotations IMGT sont décrites selon les régles de la charte scientifique IMGT, qui est
basée sur IMGT-ONTOLOGY |[8|. La standardisation IMGT unifie la description des IG,
des TR et des MHC au niveau génétique et structural. Elle permet une comparaison directe
de ces protéines hautement polymorphes et de leurs complexes, quelque soit le récepteur,
le type de chaine et ’espéce. La charte scientifique d’IMGT fournit le vocabulaire controlé
ainsi que les concepts et régles d’annotation permettant I'identification, la description, la
classification et la numérotation des 1G, TR et MHC. Les mots de ce vocabulaire sont
écrits en majuscule.

1Un systéme d’information est un ensemble de bases de données, d’outils et de ressources internet.



Le concept ’'IDENTIFICATION fournit les mots clés standardisés IMGT indispensables
pour l'identification des séquences.

Le concept de DESCRIPTION fournit les descripteurs standardisés IMGT pour la des-
cription des sous-régions structurales et fonctionnelles qui composent les séquences
et les structures des IG, des TR et des MHC. Les descripteurs standardisés caracté-
risent également les assemblages tridimensionnelles de domaines et de chaines. Ainsi
une immunoglobuline formée de deux chaines kappas et de deux chaines lourdes,
dont les génes C sont de type mu, est notée IG-MU KAPPA.

Le concept de CLASSIFICATION fournit a 'immunologiste et au généticien, une no-
menclature standardisée pour chaque locus et chaque espéce. L’ontologie IMGT
nomme les génes et alléles et fournit trés simplement leur classification dans la hié-
rarchie des groupes et sous-groupes de génes. Ainsi I'alléle IGHV1-2*02 humain, est
un géne IGHV1-2 appartenant au sous-groupe IGHV1, qui appartient au groupe
IGHV (ensemble des V-GENE du locus de chaine lourde IGH). En 1999, la nomen-
clature IMGT des génes humaines des IG et des TR a été agréée par le comité de
nomenclature de HUGO (HUman Genome Organisation).

Le concept de NUMEROTATION fournit la numérotation unique IMGT des séquences
des IG et TR, des MHC et des RPI. Les numérotations uniques IMGT sont extreé-
mement utiles pour la comparaison des séquences et des structures.

Le concept A’OBTENTION fournit les termes permettant de préciser l'origine des sé-
quences d’'IG, de TR et de MHC ainsi que les conditions dans lesquelles ces séquences
ont été obtenues.

Le concept I’ ORIENTATION comprend le concept d’orientation génomique et le concept
d’orientation des brins d’ADN.

Les vocabulaire standardisé IMGT va étre défini et utilisé pour décrire les structures

3D des IG, des TR et des MHC.

1.2 Structure tridimensionnelle des immunoglobulines.

La premiére structure 3D d’une IG a été déterminée en 1975 par cristallographie par
diffraction des rayons X. Des études ultérieures ont révélé la composition en domaines
des chaines lourdes et légéres. Les domaines formés par le repliement des chaines d’1G
sont trés similaires et se classent en deux catégories, les domaines variables (V-DOMAIN)
et les domaines constants (C-DOMAIN). Chaque chaine légére d’IG est composée d'un
V-DOMAIN et d'un C-DOMAIN (Figure 1.1). Chaque chaine lourde est composée d'un
V-DOMAIN et de trois a quatre C-DOMAINs, suivant le type de chaine lourde. Les
V-DOMAINs correspondent a la V-D-J-REGION pour les chaines lourdes, et pour les
chaines légéres a la V-J-REGION. La C-REGION de chaque chaine se replie en plusieurs
C-DOMAINs. La chaine lourde posséde une région charniére flexible qui divise la mo-
lécule d’immunoglobuline en trois éléments plus rigides : deux fragments de liaison de
lanticorps (Fab, pour fragment antigen binding) et un fragment dit constant (Fc). Le



A IG-GAMMA-2A_KAPPA

L-KAPPA L-KAPPA

V-KAPPA _ V-KAPPA
[D1] C-KAPPA C-KAPPA ‘ [D1]

H-GAMMA-2A

96.196.2

Figure 1.1: Structure 3D d'une IG, et Colliers de Perles IMGT de V-DOMAIN et C-DOMAIN.
(A) Vue de face d'une IG-GAMMA-2A  KAPPA de souris (ligt) avec identification des domaines
(description IMGT du domaine suivie de son numéro le long de la chaine protéique, de D1 a D4).
(B) Collier de Perles IMGT du VH (V-DOMAIN) de la chaine lourde gamma 2A de souris
(H-GAMMA-2A) (ligt_B). (C) Collier de Perles IMGT du CH1 (C-DOMAIN) de la chaine
H-GAMMA-2A (ligt B). Dans les représentations Colliers de Perles, les acides aminés sont
indiqués par leur abréviation & une lettre. Les acides aminés hydrophobes et le tryptophane
trouvés a une position dans plus de 50% des séquences d’IG et de TR analysés sont colorés en
bleu. Toutes les prolines sont présentés en jaune. Pour le V-DOMAIN (A), les CDR-IMGT sont
délimités par des acides aminés représentés par des carrés. Les cercles hachurés correspondent aux
positions manquantes de cette séquence dans la numéritation unique IMGT des V-DOMAINs
et C-DOMAINs. Le CDR1-IMGT est en rouge, le CDR2-IMGT est en jaune et le CDR3-IMGT
est en violet. Les fléches indiquent les directions des feuillets béta et leur désignation dans les
structures 3D.
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Fab est constitué du V-DOMAIN et du premier C-DOMAIN d’une chaine lourde et d’une
chaine légére. Le Fc est constitué de quatre ou six C-DOMAINs C-terminaux apparte-
nant aux deux chaines lourdes. La mise en commun du V-DOMAIN d’une chaine lourde
et d'une chaine légére appariés dans la structure (fragment variable Fv) constitue le site
de liaison de I'anticorps. Le deuxiéme C-DOMAIN de chaque chaine lourde gamma est
glycosylé 2.

Le domaine d’IG est une structure de type sandwich béta, constituée de deux feuillets
bétas antiparalléles reliés par au moins un pont disulfure [9]. Les feuillets des V-DOMAINSs
possédent respectivement 4 brins et 5 brins. Les V-DOMAINSs possédent trois boucles qui
assurent la liaison avec un antigéne. Ces boucles ou CDR (Complementarity Determining
Region) sont les régions les plus variables en séquence des V-DOMAINs et sont également
appelées boucles hypervariables. La boucle CDR3 contient la jonction entre les régions
V, (D) et J, si bien qu’elle posséde une variabilité de séquence supérieure aux CDR1 et
CDR2. Les régions de la séquence des V-DOMAIN and dehors des CDR sont appelés FR
(Framework Region). Les feuillets des C-DOMAINs possédent respectivement 3 et 4 brins.

Le domaine de type immunoglobuline est trés communément représenté dans la na-
ture. Dans les protéines autres que les 1G et les TR, ces domaines sont nommés V-
LIKE-DOMAIN ou C-LIKE-DOMAIN, suivant leur similarité avec les V-DOMAINSs et
C-DOMAINSs respectivement. Les IG, les TR et les protéines possédant au moins un
V-LIKE-DOMAIN ou un C-LIKE-DOMAIN constituent la superfamille des immunoglo-
bulines (IgSF).

La numérotation unique IMGT est applicable & tous les domaines de type IG des pro-
téines IgSF [10] [11] (Publication 1). Elle permet d’unifier la description de la topologie
de ces domaines et elle est utilisée pour la représentation Collier de Perles IMGT [12]
. Celle-ci est une représentation a deux dimensions décrivant les boucles de reconnais-
sances des V-DOMAINs (CDRI1-IMGT, CDR2-IMGT et CDR3-IMGT), la composition
des brins et des feuillets béta, et les positions hydrophobes conservées. Les caractéristiques
conservées des domaines de type V ou C (V-DOMAIN, V-LIKE-DOMAIN, C-DOMAIN
ou C-LIKE-DOMAIN) sont les cystéines 23 et 104 qui forment un pont disulfure, et les
autres positions hydrophobes du coeur du domaine, le tryptophane 41 et la position 89. Le
V-DOMAIN est constitué de deux feuillets comprenant les brins A, B, E et D, et les brins
C, C, C", F et G. Le C-DOMAIN est constitué de deux feuillets comprenant les brins A,
B, (D) et E, et les brins C, (D), F et G. L’appartenance du brin D a I'un ou l'autre des
feuillets est variable suivant la protéine. Le C-DOMAIN posséde un brin CD, non présent
dans les V-DOMAINSs, qui relie les brins C et D. Avec la numérotation unique IMGT, les
régions de séquences suivantes décrivent tous les V-DOMAINs et V-LIKE-DOMAINSs :
le brin A (positions 1 a 15), le brin B (positions 16 a 26), la boucle CDRI-IMGT des
V-DOMAINs (positions 27 a 38), le brin C (positions 39 a 46), le brin C’ (positions 47
a 55), la boucle CDR2-IMGT des V-DOMAINs (positions 56 a 65), le brin C" (positions
66 & 74), le brin D (positions 75 & 84), le brin E (positions 85 a 94), le brin F (positions

2La fonction exacte des glycosylations est difficile 4 établir. Elles ont des roles putatifs dans le replie-
ment et dans le transport des protéines, elles empéchent les interactions non spécifiques et permettent
d’éloigner les molécules de la membrane.
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100 a 104), la boucle CDR3-IMGT des V-DOMAINSs (positions 105 & 117) et le brin G
(positions 118 a 128).

Les C-DOMAINs et C-LIKE-DOMAINs n’ont pas pas de brins C’ et C" mais pos-
sédent un brin transversal CD et quatorze positions d’insertions ont été ajoutées pour
tenir compte de longueur plus importante des brins D et E que dans les V-DOMAINs
et V-LIKE-DOMAINs. La gestion de la numérotation des positions dans les boucles et
les insertions, ou les alignements structuraux ne sont plus significatifs, est soumis a un
ensemble de régles [10] [11].

1.3 Structure tridimensionnelle des récepteurs T.

Le premier apergu d’'une structure tridimensionnelle de TR a été rapporté en 1994
par Bentley et al. [13] qui ont résolu la structure par diffraction des rayons X d’une
chaine compléte de TRB (code 1bec). En 1995, Fields et al [14] ont cristallographié la
structure d'un FV-ALPHA BETA? (code 1jck). Finalement la structure compléte d’'un
TR-ALPHA BETA a été résolue en 1996 par Garcia et al [15] (code 1tcr). Les structures
3D révélent que chaque chaine de TR est composée d'un V-DOMAIN, d’'un C-DOMAIN

3Termes décrivant un récepteur constitué de deux V-DOMAINs, un V-ALPHA et un V-BETA.

TR-ALPHA_BETA-1

V-BETA
V-ALPHA / [D1]
[D1] %
A Y& |
:‘:‘ 5
N
TR-BETA TR-ALPHA
g C-BETA-1
C-ALPHA D2]
[D2]

Figure 1.2: Structure 3D d’'un récepteur T (TR) (1fyt). V-ALPHA et V-BETA sont des V-
DOMAINSs, et C-ALPHA et C-BETA-1 sont des C-DOMAINSs. Les régions transmembranaires
et intracytoplasmiques ne sont pas représentés dans les structures 3D. La chaine TR-ALPHA
utilise les alléles suivants : TRAV8-4*05 (V-REGION) et TRAJ48*01 (J-REGION) associé a
TRAC*01 (C-REGION). La chaine TR-BETA-1 utilise les alléles suivants : TRBV28*01 (V-
REGION) et TRBJ1-2*01 (J-REGION) associé & TRBC1*01 ou TRBC1*02 (C-REGION).
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et d’une partie transmembranaire (Figure 1.2). La partie extracellulaire du TR ressemble
donc & un Fab d’'IG. Les V-DOMAINSs correspondent a la V-J-REGION pour les TRA
et TRG, et a la V-D-J-REGION pour les TRB et TRD. La mise en commun des CDR-
IMGT des V-DOMAINSs des deux chaines partenaires (TR-ALPHA et TR-BETA d’une
part, TR-GAMMA et TR-DELTA de I'autre) constituent le site de liaison du pMHC. La
numeérotation unique IMGT s’applique aux domaines du TR et elle permet leur compa-
raison aux domaines d’'IG et leur représentation sous forme de Colliers de Perles IMGT.

1.4 Structure tridimensionnelle des MHC.

La premiére structure de MHC-T a été résolue en 1985 [16]. La premiére structure de
MHC-II date de 1993 [17] et sa détermination fut un travail épique ayant requis 1'utili-
sation concomitante de plusieurs techniques cristallographiques. Les MHC-I sont compo-
sés d’'une chaine lourde possédant deux G-DOMAINSs (groove domains), d'un C-LIKE-
DOMAIN, d’une partie transmembranaire et d’une trés courte région cytoplasmique. La
chaine légére de MHC-I est appelée béta-2-microglobuline (B2M) et posséde un unique
C-LIKE-DOMAIN.

Les MHC-II sont composés d’une chaine alpha et d’'une chaine béta. Chaque chaine se
compose d'un G-DOMAIN, d’un C-LIKE-DOMAIN, d’une partie transmembranaire et
d’une trés courte régions cytoplasmique.

De maniére intéressante, les structures 3D des MHC-I et des MHC-II révélent une
architecture globalement similaire, au total deux G-DOMAINs et deux C-DOMAINS,
mais les domaines sont répartis différemment entre les chaines. Chaque G-DOMAIN est
composé d'un feuillet béta antiparalléle de quatre brins et d’une région alpha qui se divise
en deux hélices alpha. Les deux G-DOMAINs d’'un MHC, qu’ils appartiennent a& une méme
chaine (domaines G-ALPHA1 et G-ALPHAZ2 de la chaine I-ALPHA) ou non (domaine G-
ALPHA de la chaine II-ALPHA et domaine G-BETA de la chaine II-BETA), s’assemblent
pour former un unique feuillet béta sur lequel repose les deux hélices alpha arrangées
symétriquement. Les hélices forment un angle de 40°avec les brins du feuillet béta. Les
deux C-DOMAINs se positionnent sous le feuillet béta. Le site de liaison du peptide a
la forme d’un sillon. Il est constitué par le feuillet béta (fond du sillon) et le flanc des
hélices alpha (parois du sillon). Les analyses de polymorphisme montrent que les positions
les plus variables se retrouvent dans ce site de liaison au peptide [4]. Une numérotation
unique IMGT des G-DOMAINs et G-LIKE-DOMAINSs a été déterminée [18] (Publication
2) de maniére trés similaire a la numérotation unique IMGT des domaines IgSF [10]. Pour
chaque feuillet des G-DOMAINS, le brin A est défini des positions 1 a 14, le brin B des
positions 18 a 28, le brin C des positions 31 a 38 et le brin D des positions 42 a 47. Par
rapport au canevas commun de la numérotation des positions de tous les G-DOMAINSs et
G-LIKE-DOMAINS, les domaines G-ALPHAT1 et G-ALPHA possédent une insertion en
position 7, et les domaines G-ALPHA2 et G-BETA possédent une insertion en position
61 ainsi qu’en position 72. Un pont disulfure interne aux G-ALPHA2 et aux G-BETA est
établi entre les cystéines aux positions 74 et 11. Les domaines G-ALPHAT1 et G-ALPHA
possédent un site de glycosylation a la position 88. La position 15 des domaines G-BETA
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A MHC-I MHC-II

Peptide Peptide

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

[D2] D1] [D1] [D1]
>
I-ALPHA |~ II-ALPHA II-BETA
C-LIKE

C-LIKE  \ h C-LIKE [b2]
[D3] [D2]

% »

o A

(£ { .

B MHC-Hl MHC-II
G-ALPHA1 G-ALPHA Peptide
[D1] [D1]
G-ALPHA2 G-BETA
[D2] [D1]
I-ALPHA II-BETA

C-LIKE

Figure 1.3: Structures 3D d'un MHC-I et d'un MHC-II, et Collier de Perles IMGT de G-
DOMAIN. (A) Vue de face du MHC-I (loga) et du MHC-II (1uvq). (B) Vue latérale du MHC-I
(loga) et du MHC-II (1uvq). (C) Collier de Perles IMGT du G-DOMAIN de MHC-I (loga) et du
MHC-II (1luvq). Dans les représentations Colliers de Perles, les acides aminés sont indiqués par
leur abréviation a une lettre. Les cercles hachurés correspondent aux positions manquantes de
cette séquence dans la numeéritation unique IMGT des G-DOMAINSs. Les brins béta A, B, C et
D de chaque domaine sont représentés par des rangés de perles et les hélices alpha apparaissent

en haut et en bas de la représentation.
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est également un site de glycosylation conservé. Les C-LIKE-DOMAINs sont membres
des IgSF, et la numérotation unique IMGT des C-DOMAINSs leur est applicable.

1.5 Structures 3D et Colliers de Perles IMGT des V-
DOMAIN, C-DOMAIN et G-DOMAIN.

Afin de pouvoir mieux appréhender 'analyse des V-DOMAINs, C-DOMAINs et G-
DOMAINS, il est nécessaire d’avoir un apercu de la structure tridimensionnelle de chaque
type de domaine. La comparaison avec leur Collier de Perles IMGT respectif permet de se

rendre compte des détails structuraux qui ne peuvent étre visualisés dans la représentation
simplifiée des Collier de Perles IMGT.

1.5.1 V-DOMAIN

Les caractéristiques du Collier de Perles IMGT de V-DOMAIN ont été décrites dans la
section 1.2 page 9. L’examen de la structure du V-DOMAIN de la chaine 12e8 H (Figure
1.4), montre que le 'brin’ A est constitué de deux brins, notés A1 (positions 2 & 7) et A2
(positions 8 & 12), qui ne font pas partie du méme feuillet. Le brin A2 n’est pas dans le
feuillet indiqué sur le Collier de Perles. Les brins B, D et E font partie du feuillet externe
et leur appariement?® est bien représenté par le Collier de Perles. La structure du feuillet
interne comporte une torsion importante. Seules trois positions du brin C", positions 66,
67 et 68, adoptent une conformation de type brin. Ce brin s’apparie avec le haut du brin
C’(positions 53, 54 et 55). Le bas du brin C" (positions 69, 70, 71, 72 et 73) n’adopte pas
une structure secondaire de type brin. Le bas du brin C’ est apparié avec le brin C. Les
brins C, F et G sont appariés comme représenté dans le Collier de Perles.

1.5.2 C-DOMAIN

Les caractéristiques du Collier de Perles IMGT de C-DOMAIN ont été décrites dans
la section 1.2 page 9. L’examen du C-DOMAIN de la chaine 12e8 H (Figure 1.5), montre
que les feuillets externes et internes ont une composition inversée par rapport aux V-
DOMAIN. Contrairement au V-DOMAIN, les brins A1 et A2 sont simultanément dans
le feuillet interne, comme il est indiqué sur le Collier de Perles. Les brins B, D et E font
partie du feuillet interne et leur appariement est bien représenté par le Collier de Perles.
La structure du feuillet externe est trés plane. Seules trois positions du brin C, positions
39, 40, et 41, adoptent une conformation de type brin. Ce brin s’apparie avec le haut du
brin F (positions 104,105 et 106). Le bas du brin C (positions 42, 43, 44 et 45) n’adopte
pas une structure secondaire de type brin mais forme un tour d’hélice alpha. Le brin
transversal CD (positions 45A a 45C) n’adopte pas une conformation brin. Les brins F et
G sont appariés comme représentés dans le Collier de Perles.

4Le terme appariement doit étre pris dans le sens d’échanges de liaisons hydrogéne entre atomes de la
chaine principale.
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Figure 1.4: Comparaison de localisation des positions dans les structures du domaine VH (A,B)
et de leur Collier de Perles IMGT (C). (A) Feuillet externe du V-DOMAIN (les brins ABED en
jaunes sont situés a l'arriére plan) (B) Feuillet interne du V-DOMAIN (les brins GFCC’C" sont
situés a l'avant plan en contacts avec Pautre domaine V). L’exemple est 12E8 H dont la séquence
du V-DOMAIN correspond aux alléles murins IGHV14S3*01 (V-REGION) et IGHJ3*01 (J-
REGION).
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Figure 1.5: Comparaison de localisation des positions dans les structures du domaine CH1 (A,B)
et de leur Collier de Perles IMGT (C). (A) Feuillet interne du C-DOMAIN (les brins ABED
en jaunes sont situés a I'arriere plan) (B) Feuillet externe du C-DOMAIN (les brins GFC sont
situés a 'avant plan). L’exemple est 12e8 H dont la séquence du C-DOMAIN CHI1 correspond
a lalléle murins IGHG1*02.
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1.5.3 G-DOMAIN

Les caractéristiques du Collier de Perles de G-DOMAIN ont été décrites dans la section
1.4 page 13. L’examen des deux G-DOMAINSs de la chaine loga A (Figure 1.6) montre
une bonne correspondance entre le Collier de Perles et la structure 3D pour les brins A,
B et C, et les boucles qui les relient. Le brin D n’adopte pas une conformation de brin.
La partie en hélice du domaine G-ALPHAT1 se compose d'un segment comportant un
tour d’hélice et une partie sans structure secondaire clairement identifiable des positions
51 a 56, et d'un segment constitué d’une longue hélice alpha des positions 56 a 85. Les
positions 86 a 90 font le lien avec le domaine G-ALPHAZ2. La partie en hélice du domaine
G-ALPHAZ2 se compose de deux segments repliés en hélice alpha, I'un de 51 & 61 et 'autre
de 63 a 85. Les positions 61A et 62 de G-ALPHA2 relient les deux hélices alpha et sont
les positions les plus 'élevées’ par rapport au plancher.
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Figure 1.6: Comparaison de localisation des positions dans les structures des domaines G-
ALPHAL et G-ALPHA2 (A,B) et de leur Collier de Perles IMGT (C). L’exemple logt A
dont les séquences de G-DOMAINSs correspondent a 1’alléle humain HLA-A*0201.
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Chapitre 2

IMGT /3Dstructure-DB.

Les intéréts croisés de la recherche dans le domaine de la santé, de la recherche fon-
damentale en immunologie et d’applications technologiques des IG (catalyseur, etc...) ont
conduit a la détermination expérimentale d'un grand nombre de structures 3D d’IG, de
TR et de MHC. Une liste des structures 3D d’IG a été réalisées en 2000 [19] (SACS,
http ://www.bioinf.org.uk /abs/) mais elle ne propose pas la détection des génes et alléles
correspondant. La base de données AAAAA a été réalisée en 2001 par A Honneger |20]
(http ://www.biochem.uniz.ch/antibody/). Elle fournit une numérotation unique des do-
maines variables trés similaire a celle I’IMGT, mais elle ne donne pas non plus 'identifica-
tion des génes et alléles. La base de données IMGT /3Dstructure-DB [21] a été congue pour
fournir a la fois des données génétiques et des analyses standardisées des structures 3D des
IG. Elle analyse également les structures 3D des TR, des MHC, et des RPI. IMGT/3D-
structure-DB est la base de données d’'IMGT spécialisée dans les structures 3D d’IG, de
TR, de MHC et de RPI. IMGT/3Dstructure-DB fournit (1) I'identification des génes et
alléles de ces protéines, (2) I'identification des chaines de chaque molécule, (3) la délimita-
tion et la description des V-DOMAINs, C-DOMAINs, G-DOMAINs, V-LIKE-DOMAINS,
C-LIKE-DOMAINs et G-LIKE-DOMAINSs, (4) la numérotation des positions des acides
aminés dans la numérotation unique IMGT, (5) les représentations en Collier de Perles
IMGT des domaines identifiés, (6) les fichiers de coordonnées atomiques renuméroteés,
(7) les contacts entre résidus' et entre domaines. Les données fournies par IMGT /3D-
structure-DB sont conformes aux concepts A’ IDENTIFICATION, de DESCRIPTION et
de NUMEROTATION d’IMGT-ONTOLOGY. IMGT/3Dstructure-DB est accessible en
ligne a 'adresse http ://imgt.cines.fr.

'La notion de résidu est ici prise dans le sens trés large d’un regroupement d’atomes liées de facon
covalente, ce qui est également convenu dans les fichiers de coordonnées de type PDB. Les résidus sont
les monomeéres des polyméres organiques, tel que les acides aminés des protéines, les acides nucléiques des
ADN ou ARN, ou les oses des polysaccharides. Ils désigneront également ici les molécules isolées telles
que les molécules d’eau, les hémes ou les ions.
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2.1 Organisation de IMGT /3Dstructure-DB.

IMGT /3Dstructure-DB est géré par le serveur de base de données MySQL, qui est un
serveur de type relationnel, rapide et possédant une large communauté d’utilisateurs. Les
tables de la base de données sont organisées en 6 groupes (Figure 2.1), les données d’ob-
tention des structures qui retracent 1’historique du fichier de coordonnées, les termes de
DESCRIPTION d’IMGT, la description des molécules au niveau génétique et structural,
la caractérisation des positions pour chaque résidu, les contacts de chaque résidu et de
chaque domaine, et les séquences des alléles de références IMGT.

2.1.1 Données d’obtention des structures.

L’identifiant unique dans IMGT /3Dstructure-DB de chaque fichier de coordonnées est
le méme que celui de la Protein Data Bank (PDB) |22|, la base de donnée généraliste des
structures 3D des protéines et des acides nucléiques. Chaque fichier de coordonnées est
caractérisé par la technique expérimentale d’obtention (RX, RMN, microscopie électro-
nique), la résolution dans le cas des structures RX, la date de dépot du fichier dans la PDB
et les données bibliographiques (table PDB?). La bibliographie est extraite du fichier de
coordonnées (table reference) et de la base MMDB |23|, Molecular Modeling Database,
qui fait le lien entre les structures 3D connues et la bibliographie recensée dans la base

2La méme typographie sera employée pour désigner toutes les tables de la base de données, comme
par exemple les tables Chain et Domain.
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Figure 2.1: Organisation de la base de donn
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MEDLINE Pubmed au NCBI, the National Center for Biotechnology Information (tables
PDBPUBMED, PDBPUBMEDauteur et PDBPUBMEDrefauteur).

2.1.2 Description des molécules.

Les molécules sont identifiées (table Molecule) et décrites par leur composition en
chaines (table Chain), la position et 'identification des régions dans chaque chaine des
IG, des TR, des MHC et des RPI (table Regions) avec I’assignement des génes et alléles
correspondant (table RegionAlleles) ainsi que la position et I'identification des domaines
des IG, TR, MHC et RPI (tables Domaines, Module et MHCpep).

Table Molecule.

La table Molecule gére le nom attribué a chaque molécule de chaque fichier de co-
ordonnées. Pour les IG, TR, MHC et RPI, le type du récepteur est précisé ainsi que la
description IMGT du fragment protéique.

La détermination du nom des protéines constitue une plus value d’annotation impor-
tante car dans le fichier de coordonnées le nom est rarement dans un format correct et
n’est pas toujours donné car la littérature associée se révéle parfois insuffisante pour le
déterminer. Pour identifier une protéine, il faut parfois avoir recours a un alignement de
séquence avec la base de données UniProt [24]. Le nom des peptides contient, en plus du
nom de la protéine dont il est issu, les positions dans la séquence de référence, I'identifiant
de la référence et les mutations. Pour les protéines IG et TR qui n’ont pas de nom, un
nom IMGT est créé. Il comprend le type de fragment suivi d’un tiret et d’'un nombre (par
exemple Fe-1). Les MHC sont nommeés d’aprés les alléles dont ils sont issus. La détermi-
nation de la structure compléte d’un récepteur est parfois problématique d’'un point de
vue technique et il convient souvent de ne s’intéresser qu’a un fragment de ce récepteur. A
ce jour, par exemple, une seule structure d’IG humaine compléte (code 1hzh) est connue.
La description IMGT du récepteur donne un nom standardisé aux fragments de protéines
ainsi qu’aux chaines et aux domaines.

Table Chain.

La table Chain gére simultanément 3 séquences pour chaque chaine : la séquence des
résidus extraite des coordonnées atomiques, la séquence de référence de chaque protéine
(fournie par le fichier de coordonnées) et la séquence consensus issue de la comparai-
son des deux premiéres. En effet, des différences peuvent apparaitre entre la séquence
contenue dans les banques de données de séquence et la séquence issue de 1'observation
de la structure de la protéine. Ces différences peuvent provenir de mutations naturelles
mais aussi de la technique d’obtention des coordonnées atomiques. Ainsi la structure 3D
de certaines parties de la molécule peut ne pas avoir été déterminée (par exemple, dans
le cas de structures RX, pour des raisons de flexibilités ou de désordre cristallin). Par
ailleurs 1""absence" de certains atomes peut conduire a la mauvaise identification d’un
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résidu. Dans le cas d'une divergence sur le type de résidu, la séquence consensus présente
le résidu de la séquence extraite des coordonnées atomiques.

Tables Regions et RegionAllele.

La table Regions identifie les régions des IG, TR, MHC et RPI. Elle prend en compte
le fait que certaines séquences protéiques codées par un géne unique sont composées
de plusieurs domaines, et que la séquence de certains domaines est codée par plusieurs
genes. Cette table caractérise la partie de la séquence protéique correspondant a la plus
petite unité de séquence entre REGION et DOMAIN. La table Regions identifie donc
les V-REGION, D-REGION, J-REGION, C-DOMAIN, C-LIKE-DOMAIN, G-DOMAIN,
G-LIKE-DOMAIN et aux V-LIKE-DOMALIN.

La table RegionAllele identifie les alleles correspondant a chaque portion de sé-
quence de la table Regions. Elle contient les données issues du processus d’identification
des alléles (pourcentage d’identité de séquence, score de Smith et Waterman, etc...). La
cohérence entre les alléles des régions d’une méme chaine est prise en compte grace au
champ consensus. En effet plusieurs alléles peuvent correspondre a la méme région mais
parmi ces alléles certains peuvent ne pas étre cohérents avec les alléles des autres régions.
Par exemple, les alléles identifiées pour les différents DOMAINs d’une méme REGION
doivent étre 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 chaque
domaine sa description IMGT, sa position dans les 3 types de séquence (stockées dans la
table Chain) et sa séquence avec les gaps IMGT correspondant a la numérotation unique
IMGT, ainsi que les insertions qu’il posséde par rapport au canevas de base de cette
numérotation. Pour les domaines de type immunoglobuline, la composition des feuillets
en brin est également enregistrée.

La table Module identifie les domaines appariés de maniére structurale dans les récep-
teurs. Ainsi les deux V-DOMAINs qui constituent le site de reconnaissance de I'antigéne
forment un V-PARTNER, les deux G-DOMAINSs qui forment le site de liaison du peptide
un G-PARTNER et les C-DOMAINSs en contact par leur feuillet interne un C-PARTNER.
La table MHCpep a été créée pour gérer les relations entre le G-PARTNER d'un MHC et
le peptide antigénique qu’il contient.

2.1.3 Caractérisation des positions pour chaque résidu.

La table Residu définit chaque position par son appartenance a un domaine, un numéro
selon la numérotation IMGT et la nature du résidu. Le concept IMGT de Residu@position
(R@P) désigne le couple (résidu, position) et est caractérisée par le nom du résidu et sa
position IMGT dans un contexte structural particulier. Seules les positions ayant au moins
un atome avec des coordonnées 3D sont considérées dans la table Residu. Les résidus ne
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présentant aucune coordonnée atomique apparaissent uniquement dans les séquences de
la table Chain.

Une position est définie dans Residu par son appartenance a un fichier de coordonnées
atomiques, a une chaine et & un domaine (quand un domaine a pu étre identifié comme
un V-DOMAIN, un C-DOMAIN, un G-DOMAIN, une région charniére ou une région
de liaison). Trois numéros désignent une position, le numéro IMGT correspondant a la
numérotation unique IMGT du domaine, le numéro IMGT dans le fichier de coordonnées
renuméroté (voir section 2.2.3) et le numéro dans le fichier de coordonnées d’origine avant
renumérotation.

Les autres propriétés de chaque position sont le nom du résidu qui occupe cette po-
sition (avec une abréviation a 3 lettres et a une lettre), sa surface accessible, et pour les
acides aminés la structure secondaire et les angles phi et psi. La correspondance entre
les abréviations a 3 lettres et le nom des résidus peut étre extraite des fichiers de co-
ordonnées (HeteroAtomes) soit étre trouvée dans une table générale de correspondance
(HeteroAtomesListe).

2.1.4 Contacts entre résidus et entre domaines.

La fonction des IG, des TR et des MHC repose sur leur capacité de reconnaissance
moléculaire et la description des interactions de chaque position est donc trés importante.
Une autre motivation a I'introduction des contacts dans la base de données est la capacité
qu’elle donne d’effectuer des comparaisons entre les interfaces grace a la numérotation
unique des positions (dans le chapitre suivant). Les contacts entre atomes dans chaque
fichier de coordonnées sont enregistrés au niveau des contacts entre résidus (Rescontacts)
et des contacts entre domaines (Domcontacts). Pour les domaines gérés par IMGT, les
contacts sont effectués par un résidu a une position précise dans la séquence et la structure
3D de ce domaine.

Les contacts entre résidus ou entre domaines sont caractérisés par le nombre total de
contacts entre atomes ainsi que le nombre de contacts non covalents, de liaisons covalentes,
de contacts entre atomes chargés, entre atomes non chargés, le nombre de ponts disulfures,
de liaisons hydrogeéne et de liaisons hydrogéne par l'intermédiaire d’une molécule d’eau.
Les relations entre les différents types de contacts sont les suivantes : (1) le nombre de
contacts total est la somme du nombre de contacts non covalents et de liaisons covalentes,
(2) le nombre de contacts non covalents est la somme des contacts chargés et non chargés,
(3) le nombre de contacts chargés inclut le nombre de liaisons hydrogéne (mais pas les
liaisons hydrogéne utilisant une molécule d’eau intermédiaire), (4) le nombre de liaisons
covalentes inclut le nombre de ponts disulfures.

Chaque type de contacts est détaillé en contacts chaine principale/chaine princi-
pale, chaine principale/chaine latérale, chaine latérale/chaine principale, et chaine la-
térale/chaine latérale. La notion de chaine principale et de chaine latérale n’est prise
en compte que pour les acides aminés. Tous les atomes des autres type de résidus sont
considérés comme faisant partie de la chaine principale.
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2.1.5 Séquences des génes et alléles de références.

Les séquences des alléles de références d'IMGT de chaque espéce (table Espece) sont
stockées (table Allele) ainsi que la hiérarchie des génes (table Gene), sous-groupes (table
Subgroup) et groupes (table Groupe) correspondants a l'ontologie IMGT.

Dans la table Allele, les propriétés de chaque alléle sont son nom, sa fonctionnalité
et son espéce. Les propriétés d’une séquence d’alléle sont sa partialité (séquengage incom-
plet), sa taille et le fait qu’elle contienne des gaps en accord avec la numérotation unique
IMGT. Les séquences des alléles ont été découpées par domaine avant d’étre enregistrées
dans la base de données (chaque séquence correspond a une entité de la table Regions).

2.1.6 Termes de DESCRIPTION.

Les descriptions IMGT des domaines (MainDomDescr et DomDescr), des chaines (ChainDescr)
et des récepteurs (MainReceptorDescr et ReceptorDescr) sont enregistrées ainsi que leurs
relations (Dom_ChainDescr et Chain_ReceptorDescr).

2.2  Administration de IMGT /3Dstructure-DB.

IMGT /3Dstructure-DB est maintenue par un processus semi-automatique. La sélec-
tion et une premiére annotation des nouvelles entrées suivent un processus entiérement
automatique. L’ensemble des tables d’annotation des fichiers de coordonnées possédent
une copie temporaire ot I'annotation initiale est stockée. Les données sont ensuite vali-
dées et éventuellement modifiées avant d’étre transférés dans les tables définitives. Les
programmes de gestion de IMGT/3Dstructure-DB ont été écrits en langage Perl et en
langage C.

2.2.1 Sélection des nouvelles entrées.

Les nouveaux fichiers de coordonnées sont extraits chaque semaine de la PDB. Ils
sont sélectionnés par identification de mots clés dans le texte du fichier. Une deuxiéme
sélection détecte les domaines de type V, C ou groove par alignement structural, grace
au programme CE [25], entre les molécules du fichier de coordonnées et des domaines
représentatifs 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 Interface d’annotation des nouvelles entrées.

Le programme d’annotation permet une interaction trés souple entre 'annotateur et
la base de données ainsi que la gestion automatique des nouvelles entrées (en mode batch).
Les différentes étapes de 'annotation sont exécutables individuellement (chacune est im-
plémentée dans un module Perl différent), sur une sélection de un ou plusieurs fichiers
de coordonnées et sur une sélection de une ou plusieurs chaines. Pour chaque entrée, les
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Figure 2.2: Interface texte d’annotation de IMGT /3Dstructure-DB. La capture d’écran présente
une visualisation 3D du fichier de coordonnées 12e8, avec chaque chaine colorée différemment
et les molécules d’eau représentées par des octaédres blancs. Les régions et alléles de la chaine
12e8 M ont été identifiées et les séquences correspondantes sont présentées dans des couleurs
différentes.
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Table 2.1: Modules Perl utilisés par 'interface d’annotation de IMGT/3Dstructure-DB.

Modules Perl Fonctions

PDB.pm Objet PDB : données d’obtention, de séquences, données
sur les positions et des contacts entre positions. Fx-
traction des données du fichier de coordonnées et créa-
tion d’un objet PDB. Détermination des structures se-
condaires. Recherche des références bibliographiques.

Chain.pm Objet Chain : définition des régions, des domaines et
des contacts entre domaines. Détermination des alléles
consensus. Définition des domaines a partir des régions
et établissement de la numérotation unique de chaque

domaine.

Moulinette.pm Geére les différentes étapes de 'annotation et leurs dé-
pendances. Recherche des régions et alléles sur une sé-
quence.

Mysql.pm Echange des données entre les objets Chain et PDB avec
IMGT /3Dstructure-DB.

Aff3D.pm Affichage 3D (OpenGL) d’un domaine, d’une chaine,
d’une structure 3D, avec colorisation des régions et des
CDR.

Chain  Gaps Alignement de Smith et Waterman. Alignement de

Smith et Waterman modifié entre une séquence de réfé-
rence IMGT et une séquence de domaine.

Contacts.pm Détermination des contacts entre positions. Identifica-
tion et somme des contacts au niveau des interfaces. Dé-
termination de la composition des feuillets des domaines
de type immunoglobuline.

Frag.pm Identification des chaines appartenant a une méme mo-
lécule. Description IMGT des domaines, chaines et frag-
ment de récepteurs d’antigénes.

MetaChain.pm Différences entre la séquence issue des coordonnées ato-
miques et la séquence de référence des protéines. Créa-
tion des objets Chain & partir des informations de sé-
quence des objets PDB (prise en compte des liaisons co-
valentes et des distances entre résidus consécutifs).

Renum.pm Renumérotation des positions d’une chaine. Renuméro-
tation d’un fichier de coordonnées.
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données peuvent étre chargées et sauvées dans la base de données table par table, dans
les tables temporaires ou définitives. Les parameétres de chaque étape d’annotation sont
modifiables interactivement. Une visualisation des structures tridimensionnelles et indivi-
duellement des chaines et des domaines permet d’observer le positionnement des régions
ou des CDR des V-DOMAINSs. Le programme d’annotation a été implémenté en langage
Perl. En effet ce langage se préte particuliéerement bien au traitement de fichiers textes,
ce qui constitue la majeur partie des opérations effectuées. Les données sont organisées
dans deux classes d’objet, la classe PDB caractérisant chaque fichier de coordonnées et
la classe Chain caractérisant chaque chaine. Les fonctions ont été regroupées dans diffé-
rents modules Perl afin de faciliter le maintien du code source et de pouvoir les réutiliser
indépendemment dans d’autres programmes (Table 2.1).

2.2.3 Etapes d’annotation des nouvelles entrées.
Lecture du fichier de coordonnées atomiques.

(A) Des expressions réguliéres permettent d’extraire les coordonnées atomiques de
chaque résidu ainsi que la séquence fournie comme référence. Les informations d’obtention
(technique expérimentale et référence bibliographique) ainsi que les noms et formules des
hétéroatomes sont également extraits.

Deéfinition des chaines.

(B) Les chaines sont initialement définies a partir des noms de chaines données dans
les coordonnées des atomes.

(C) Les chaines peuvent étre éliminées, renommées ou crées interactivement. L’éli-
mination d’une chaine intervient par exemple dans le traitement de certains fichiers de
coordonnées ot un méme nom de chaine est attribué a I’ensemble des molécules d’eau, ce
qui n’est pas correct puisqu’il n’existe pas de liaisons covalentes entre elles. La création
d’une chaine intervient par exemple dans le cas ot deux chaines partenaires d'une IG ont
été clairement confondues au sein d’'un méme identifiant de chaine, et qu’il est nécessaire
de les individualiser. Il est aussi parfois utile de créer un nom de chaine pour un élément
chimique isolé, jouant un réle important (un antigéne par exemple), afin de pouvoir le
mettre en avant par rapport aux molécules d’eau et aux ions. Les chaines nouvellement
créées sont identifiées par un chiffre (I'identifiant classique est une lettre).

(D) Pour chaque chaine la séquence de résidus dans la partie des coordonnées ato-
miques est extraite ainsi que la séquence dans la partie des séquences originelles du fichier
de coordonnées atomiques. La séquence consensus entre ces deux séquences est déterminée
grace a un alignement de Smith et Waterman [26] et aux régles énoncées dans la partie
Chaines plus haut. (E) Les espéces de chaque chaine sont extraites du fichier de coor-
données grace a un dictionnaire de correspondance entre les différents noms attribuables
a une méme espéce, le nom latin, le nom commun ou une partie de ces noms (Camelus
dromedarius, arabian camel, camel).
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Table 2.2: Etapes de I'annotation de IMGT /3DstructureDB. Les différentes étapes, désignées par
une lettre, sont utilisées dans I'interface d’annotation.

Etapes

A Extraction du fichier de coordonnées des informations d’obtentions.

B Extraction du fichier de coordonnées des séquences.

C Détermination, délétion et création de définitions de chaines.

D Traitement des différences entre la séquence de référence (champs SE-
QRES) et de la séquence issue des coordonnées.

E Extraction de l’espéce de chaque chaine avec un dictionnaire d’équiva-
lences entre les différentes appelations.

F Détermination des régions par alignement avec les séquences de référence.

G Détermination des régions définies implicitements.

H Trouver les position des régions dans la séquence issue des coordonnées.

1 Détermination des consensus entre les alléles des régions appartenant a
la méme chaine.

J Détermination du type de récepteur.

K Détermination des domaines.

L Trouver la position des domaines dans la séquence issue des coordonnées..

M Détermination des gaps des domaines par alignement avec la séquence
avec gaps de l'alléle de référence.

N Détermination des structures secondaires et des angles diedres de la
chaine principale.

@) Renumérotation selon la numérotation unique IMG'T de chaque position.

P Détermination des contacts et de la composition des feuillets.

Q Détermination des chaines appartenant a la méme molécule grace aux
nombre de contacts.

R Détermination des domaines partenaires.

S Détermination des complexes.

T Détermination de la DESCRIPTION IMGT des domaines, chaines et
récepteurs d’antigenes.

U Renumérotation des différents champs du fichier de coordonnées.
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Identification des régions.

(F) L’identification des génes et alléles 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, avec le programme FASTA [27], des séquences
consensus des chaines avec le jeu de séquences de références IMGT stocké dans la base
de données. (G) Certaines régions sont identifiées implicitement a partir de celles qui
viennent d’étre positionnées par alignement. Les régions correspondant aux D-REGION?
sont entre une V-REGION et une J-REGION. De méme les régions charniéres (Hinge)
sont identifiées entre les deux premiers C-DOMAINs d’une chaine lourde d’IG. La région
de liaison entre les deux V-DOMAINs d’une construction non naturelle scFv est notée
comme Linker.

(H) La position des régions dans la séquence issue des coordonnées atomiques est
calculée en prenant en compte les délétions par rapport a la séquence consensus (voir
description de la table Chain page 23).

(I) Pour les régions consécutives codées par des alléles appartenant au méme groupe,
les alléles qui sont partagées entre ces régions sont marquées comme ‘consensus’.

(J) Le type de protéine (IG, TR, MHC ou RPI) est attribué a chaque chaine.

Identification des domaines.

(K) Les domaines sont délimités a partir des régions, les V-DOMAINSs correspondant
a la combinaison des V-D-J-REGION ou des V-J-REGION, et les autres domaines corres-
pondant exactement & une région. La description IMGT de ces domaines est déterminée
grace aux noms des génes qui les constituent. Suivant la composition en domaines de
chaque chaine, ainsi que la description IMGT de chaque domaine, la description IMGT
des chaines est obtenue par recherche dans les tables de DESCRIPTION.

(L) La position des domaines dans la séquence issue des coordonnées atomiques est
calculée en prenant en compte les délétions par rapport a la séquence consensus (voir
description de la table Chain page 23).

Renumérotation des positions.

(M) La numérotation des domaines, suivant la numeérotation unique IMGT, est réalisée
en alignant la séquence de chaque domaine avec la séquence de 1’alléle de référence IMG'T
correspondant. Pour les V-DOMAIN la séquence de référence identifiant la V-REGION
est utilisée. L’alignement est effectué par un algorithme de Smith et Waterman modifié
qui considére le gap IMGT comme un acide aminé a part entiére et qui défavorise la
création de gaps dans la séquence de référence (dissymétrie de la gestion des insertions
entre les deux séquences). Aprés alignement, le programme replace les insertions IMGT
dans les régions de boucles, en accord avec la numérotation unique de chaque domaine.

3Les génes et alléles qui correspondent aux D-REGION ne sont pas clairement identifiables au ni-
veau protéique car elles sont trés petites, les alléles de D-GENE sont trés nombreux, et le processus de
réarrangement imprécis rend leur délimitation trés imprécise.

31



Les insertions de la séquence par rapport au canevas de base de la numérotation unique
et les insertions supplémentaires introduites lors de 1’alignement sont sauvegardées pour
chaque domaine.

(N) La structure secondaire de chaque position est identifiée grace au programme
Stride |28]. (O) La numeérotation des positions de chaque domaine est déterminée & partir
de la séquence du domaine avec les gaps IMGT, de la numérotation unique IMGT du
canevas de base du type de domaine correspondant et les insertions a ce canevas de base
du domaine considéré. Les régions hors des domaines sont renumérotées ordinalement.

Contacts atomiques entre résidus et domaines.

(P) Les contacts inter atomiques sont déterminés par un programme écrit en C qui
rassemble les résultats au niveau de chaque résidu. J’ai écrit un programme d’analyse de
contacts inter atomiques qui distingue : les contacts non covalents et les liaisons covalentes
hors chaine protéique et nucléotidique (dont les ponts disulfures), les contacts polaires
et non polaires parmi les contacts non covalents (impliquant des atomes polaires) et
les liaisons hydrogéne parmi les contacts polaires. Par extension les liaisons hydrogéne
par 'intermédiaire d'une molécule d’eau sont également mesurées quand les coordonnées
atomiques des molécules d’eau sont disponibles.

Le programme utilise une distance seuil de contact égale a la somme des rayons de van
der Waals et du diamétre moyen d’une molécule d’eau (au total environ 5A). Les liaisons
covalentes sont identifiées par une distance seuil égale a la somme des rayons de van der
Waals. Les contacts polaires sont les contacts entre deux atomes polaires.

Un contact polaire est considéré comme une liaison hydrogéne quand il vérifie les condi-
tions suivantes : (1) I'un des atomes est potentiellement donneur de liaison hydrogéne et
I’autre accepteur, (2) la distance entre les atomes est de moins de 3.2A, (3) ’angle aigu
entre le carbone connecté a I'atome donneur, I’atome d’hydrogéne et I’atome accepteur est
de plus de 140 degrés, et (4) 'angle aigu entre le carbone lié & 'atome accepteur, 'atome
accepteur et 'atome donneur est de plus de 90 degrés (les valeurs sont issues de Proteins
2nd Ed., TE Creighton [29]). Deux cas de figure se présentent suivant la possibilité de
positionner 'atome d’hydrogéne sans ambiguité grace aux atomes dont les coordonnées
sont connues. Cela concerne les hydrogénes reliés aux azotes des liaisons peptidiques et a
I’azote en position epsilon des tryptophane. Dans ce cas 'atome d’hydrogéne est construit
explicitement, et les angles et distances sont directement évalués. Dans le cas contraire, on
suppose la planéité des atomes donneurs, accepteurs, du carbone relié a I’atome donneur
et de I'atome d’hydrogéne (cas le plus favorable). Des relations simples de géométries per-
mettent de calculer les angles qui nous intéressent sans calculer explicitement la position
de ’hydrogéne. Cette méthode permet d’identifier les liaisons hydrogéne partagées transi-
toirement entre plus de deux partenaires. Des programmes comme HBPLUS [30| recons-
truisent tous les hydrogénes explicitement ce qui ne permet pas de considérer les liaisons
hydrogéne transitoires utilisant plusieurs atomes accepteurs. Le programme comptabilise
les contacts pour chaque résidu. Ces informations sont entrées dans IMGT /3Dstructure-
DB et servent a caractériser les interfaces et a identifier les chaines appartenant au méme
récepteur et au méme complexe.
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Le nombre de contacts entre les domaines et les chaines (pour les ligands sans domaines
identifiés) est calculé. Pour les domaines de type immunoglobuline, les liaisons hydrogéne
entre atomes de la chaine principale servent a identifier la répartition des brins entre les
deux feuillets.

Structures quaternaires et partenaires.

(Q) Les chaines appartenant & une méme molécule sont identifiées a partir des analyses
de contacts entre domaines (une valeur seuil sur le nombre de contacts est utilisée).

(R) Les domaines partenaires sont identifiés dans les IG, TR et MHC grace a une
valeur seuil sur le nombre de contacts entre domaines.

(S) Les complexes cristallographiques sont détectés par regroupement des molécules
grace a une valeur seuil sur le nombre de contacts.

(T) La composition en chaine, ainsi que la description IMGT de chaque chaine, permet
de déterminer la description IMGT des IG, TR, MHC et RPI par recherche dans les tables
de DESCRIPTION.

Renumeérotation des fichiers de coordonnées.

(U) Un fichier de coordonnées renuméroté est créé en utilisant pour chaque position
un numeéro correspondant & son numéro IMGT dans le domaine. La numérotation IMGT
des fichiers de coordonnées suit les régles suivantes, (1) a chaque passage & un nouveau
domaine domaine ou une région charniére la numérotation passe aux milliers suivants, (2)
la numérotation dans les domaines de type V-DOMAIN, C-DOMAIN et G-DOMAIN suit
la numérotation unique des domaines pour les chiffres des centaines, des dizaines et des
unités (par exemple le numeéro 104 désigne la position 104 du premier domaine et le numéro
2024 désigne la position 24 dans la numérotation unique IMGT du troisiéme domaine),
(3) les numéros d’insertions avec une étiquette alphabétique sont enregistrée en utilisant
le champ du fichier de coordonnée correspondant aux insertions de résidus (colonne 27
d’aprés la description du format PDB), (4) les insertions avec une étiquette numérique
sont traduites en étiquette alphabétique (la position '112.1" devient la position "112A7).
Tous les champs du fichier de coordonnées sont renumeérotées, en dehors des champs
REMARK dont le format et la syntaxe n’est pas standardisé et difficilement modifiable
automatiquement. Le fichier renuméroté contient & la REMARK 410 les informations de
noms de protéines, de définitions des structures quaternaires, de domaines et de régions
(avec géne et alléle).

2.3 Interface utilisateur.

L’interface Internet utilisateurs a été décrite dans deux publications, Kaas et al. 2004
[21] (Publication 3) et Kaas et Lefranc 2005 [31] (Publication 4), qui peuvent étre trouvées
dans la partie Publications. Deux éléments qui ne sont pas détaillées dans ces publications
vont étre décrites ici, la génération dynamique des Colliers de Perles IMGT et I'alignement
des séquences de références IMGT sous forme de Protein Display IMGT.
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2.3.1 Génération des Colliers de Perles IMGT.

Le programme de génération des Colliers de Perles a été implémenté dans un module
Perl. Un dessin au format PostScript est généré, puis converti au format PNG par le
programme convert de la suite ImageMagick.

Le module comporte des routines dessinant les éléments de base de chaque collier, les
brins, les boucles, les hélices et les traits de liaisons. Un canevas spécifique de chaque
collier enchaine les différents éléments de base pour produire le dessin final. La généra-
tion du dessin PostScript ne s’effectue qu’a la fin du processus afin de pouvoir géré les
chevauchements entre les éléments dans les Colliers de Perles sur deux plans. Les fonc-
tions de dessin des éléments de base tiennent compte des insertions au canevas de base
et le positionnement des perles des insertions s’effectue suivant le contexte (par exemple
'orientation du brin, le sommet d’une boucle etc...). Pour ce faire, chaque perle est carac-
térisée par un numéro ordinal et par son numéro IMGT, et le tracé de chaque élément se
fait suivant une direction angulaire. L’exemple le plus visible de cette notion angulaire est
le tracé du plancher des G-DOMAINs. Les paramétres passés a la routine principale du
tracé permettent de modifier la couleur de certaines perles, d’ajouter des étiquettes a des
perles et de tracé des liaisons entre des perles (par exemple pour représenter les liaisons
hydrogéne).

Les Colliers de Perles IMGT utilisés dans IMGT /3Dstructure-DB sont générés dyna-
miquement, pour chaque domaine. Les dessins sont stockés deux jours sur le serveur puis
effacés. La création du fichier PostScript est trés rapide et I’étape limitante est la création
du fichier au format PNG (moins de 1 seconde en général sur le serveur).

Une interface internet, accessible depuis la page principale de IMGT /3Dstructure-
DB, permet de tracer les Colliers de Perles IMGT des V-DOMAINs, C-DOMAINSs, et
G-DOMAINSs a partir d'une séquence d’utilisateur. Cette interface ne génére pas les gaps
dans la séquence et ils doivent étre préalablement insérés dans la séquence par I'utilisateur.
Outre la réalisation de graphiques esthétiques cet outil sert a vérifier que les gaps insérés
dans une séquence sont cohérents avec les structures secondaires présentées par le Collier
de Perles IMGT. Cette interface permet de choisir le type de coloriage des CDR-IMGT
des V-DOMAINs (domaines de chaine lourde ou légére), le nombre de plan (1 ou 2), la
taille du CDR3 pour les V-DOMAINSs et d’ajouter des insertions au caneva du Collier de
Perles IMGT.

Finalement, la structure du module Perl permet d’ajouter facilement de nouveaux
canevas. L’implémentation aisée du caneva permettant de générer des Collier de Perles
de knottines, une famille structurale de miniprotéines a trois ponts disulfures qui forment
une structure de noeud [32] en est la preuve.

2.3.2 Liste des séquences de référence IMGT

Une interface accessible depuis la page de garde de IMGT/3Dstructure-DB permet
d’avoir accés aux séquences d’alléles des tables de références de IMGT /3Dstructure-DB.
Cette interface permet de sélectionner les alléles suivant 'espéce, le nom des génes, des
groupes, des sous-groupes et des alléles et le numéro du domaine sur le géne. Plusieurs
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cribles sur les noms de génes, de groupes, sous-groupes et alléles peuvent étre entrés
simultanément dans des champs textes. Les séquences des alléles sont alignées grace a leur
numérotation unique IMG'T et aux insertions particuliéres de chaque alléle. L’affichage
de Dalignement se conforme a celui des pages 'Protein displays’ (visible dans 'IMGT
répertoire’ depuis la page de garde de IMGT), ou certaines parties de la séquence sont
mises en avant par des séparations (des 'blancs’) et des changements de couleurs.

2.4 Conclusion

Ma contribution & IMGT /3Dstructure-DB s’est traduite par sa réorganisation totale,
par I’écriture de nouveaux scripts d’annotation suffisamment souples pour s’adapter aux
différents cas rencontrés et par 'amélioration et le développement de I'interface Internet.
Tout ces développements ont constitué la majeur partie de mon travail de thése. Initia-
lement, la base de données gérait 'identification des génes et alléles et la numérotation
des V-DOMAIN des récepteurs de type Fab et IG. La réorganisation que j’ai effectuée
permet désormais de prendre en compte plusieurs domaines dans une méme chaine, des
types de domaines différents (V-DOMAIN, C-DOMAIN, G-DOMAIN) et des types de
récepteurs différents dont les définitions sont également des données de tables. Les po-
sitions sont maintenant décrites individuellement. J’ai introduit la notion de contacts a
travers 'espace entre résidus appartenant a un méme domaine ou a des domaines, chaines,
récepteurs différents. Ces contacts sont des données importantes pour la caractérisation
structurale des interfaces immunologiques.

Parallélement a la nouvelle organisation des tables, de nouveaux scripts permettant
de gérer les différents récepteurs et domaines ont été nécessaires. La version actuelle re-
présente environ 30000 lignes de code et a été l'objet d’'un remaniement constant. Par
exemple, j’ai écrit un nouveau script de renumérotation qui est basé sur un alignement de
Smith et Waterman, utilisant les insertions IMGT comme un nouvel acide aminé et péna-
lisant fortement 'ouverture de gaps dans la séquence de référence. Ce script me permet
d’annoter des séquences ayant subit des mutations ou des insertions, ou des séquences
dont on ne posséde pas encore d’alléles de référence, ce qui était auparavant impossible.
J’ai créé un environnement d’annotation qui permet une grande souplesse de sélection
de fichiers de coordonnées ou de chaines, auxquels ont peut appliquer tout ou partie des
étapes d’annotation dont les différents paramétres sont ajustables. Cette interface était
d’autant plus utile qu’étant le seul annotateur de IMGT /3Dstructure-DB elle a permis un
gain de temps indispensable, une fois réalisée. Ce travail d’annotateur consiste essentiel-
lement & déterminer les noms des molécules par recherche bibliographique et également
a vérifier que les étapes automatiques se soient correctement déroulées. La gestion des
séquences de référence est également a ma charge quand les séquences de références d’une
espéce donnée ne sont pas disponibles sur IMGT.

J’ai repris le développement de l'interface Internet en y ajoutant de nouvelles requétes.
Ainsi outil IMGT/StructuralQuery permet d’interroger chaque domaine et chaque posi-
tion d'un domaine. Le script de recherche génére maintenant une requéte SQL spécifique
des informations demandées. Ce script unifie les recherches, qui étaient auparavant effec-
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tuées par des scripts indépendants, ce qui permet notamment de gérer des requétes effec-
tuées sous forme d'une phrase dans IMGT-StructuralQuery. Les fiches de chaque fichier
de coordonnées présentent maintenant l'identification des domaines et des régions sur les
séquences, donnent accés a des outils de visualisation et aux références bibliographiques,
et proposent les analyses de contacts sous forme de tables. Le nouveau programme de
Collier de Perles que j’ai écrit est le successeur d’un programme PostScript qui gérait les
V-DOMAIN sans possibilité d’insertions. Le nouveau programme dessine également les
C-DOMAINSs et les G-DOMAINS, et il permet de colorier des perles en une ou plusieurs
couleurs.

Tous ces efforts de standardisation des données de IMGT /3Dstructure-DB permettent
maintenant d’offrir une description claire et précise de chaque récepteur d’antigéne, ce qui
rend possible en particulier, les analyses statistiques automatiques de leurs structures 3D.
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Chapitre 3

Analyse structurale des récepteurs
d’antigénes dans IMGT.

La standardisation des données structurales employées dans IMGT /3Dstructure-DB,
présentée dans le chapitre précédent, a pour objectif de faciliter les comparaisons des
structures 3D des récepteurs d’antigénes. Plus précisément, les numérotations uniques
IMGT des V-DOMAINs, C-DOMAINs, C-LIKE-DOMAINs et G-DOMAINSs ainsi que les
termes de DESCRIPTION sont utilisés dans ce chapitre afin de comparer les structures 3D
des molécules des IG, des TR et des MHC, ainsi que de leurs interfaces. Toutes les analyses
présentées sont automatisées et la mise a jour des tables et figures est disponible sur le
site de IMGT, http ://imgt.cines.fr. Le nombre de structures 3D de récepteurs d’antigénes
déterminées expérimentalement est bien inférieur au nombre d’alléles et méme de génes
connus aujourd’hui. L’interprétation des mesures présentées dans ce chapitre doit donc
toujours tenir compte de ce déséquilibre important. Elles font apparaitre le comportement
structural moyen des récepteurs d’antigénes dans ’ensemble des données accessibles ce
qui permet d’identifier et de justifier un comportement atypique dans un cas particulier.
Dans un contexte plus global, les projets de protéomique structurale vont générer une
masse de données structurales toujours plus importante. La standardisation des données
structurales apparait comme un outil essentiel qui permet, comme ici, d’effectuer des
analyses a grande échelle des protéines apparentées.

Les effectifs de structures 3D des récepteurs d’antigénes et de leurs complexes sont
présentés, ainsi que la représentativité des génes des IG, TR et MHC humains et de
souris. Les trois types de domaines, V-DOMAIN, C-DOMAIN (et C-LIKE-DOMAIN)
et G-DOMAIN sont analysés au niveau de leur variation de séquence dans les struc-
tures 3D déterminées expérimentalement. La variation de la composition des feuillets
des V-DOMAINs et C-DOMAINSs est observée. Pour tous les domaines, les variabilités
conformationnelles et les variations des interactions atomiques internes sont calculées. Les
assemblages des domaines au sein de chaque type de récepteur d’antigéne sont analysés,
au niveau de I'arrangement des domaines dans les V-PARTNER et C-PARTNER, puis
dans l'arrangement des V-PARTNER et C-PARTNER dans le récepteur. Finalement les
interfaces entre les récepteurs et 'antigéne sont étudiées, a savoir : I'interface IG /antigéne,
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'interface peptide/ MHC et 'interface TR /peptide/MHC [33] (Publication 6). Ces deux
derniéres interfaces sont particuliérement intéressantes car elles font intervenir la numé-
rotation unique dans chacune des protéines du complexe. Ces analyses sont des exemples
simples d’utilisation de IMGT /3Dstructure-DB pour I'étude des récepteurs d’antigénes,
beaucoup d’autres mesures et analyses statistiques sont possibles. Par exemple, la nature
de l'antigéne n’a pas été considérée comme cela été le cas dans d’autres études [34] [35].
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3.1 Nombre de structures 3D dans IMGT /3Dstructure-
DB.

3.1.1 Nombre de structures 3D d’IG, de TR et de MHC.

En octobre 2005, IMGT/3Dstructure-DB recense 1022 fichiers de coordonnées, qui
contiennent 683 structures d’IG, 40 structures de TR et 237 structures de MHC. Le nombre
de structures 3D présentant un TR est faible car la production en laboratoire de TR
soluble reste toujours difficile [36]. Ainsi seules deux structures de TR-GAMMA DELTA
sont aujourd’hui disponibles, une de V-DELTA publiée en 1998 [37|, et une structure
d'un récepteur complet TR-GAMMA DELTA publié¢ en 2001 [38] (1hxm). Par contre
pour les MHC-I, le développement d’un protocole spécifique de cristallisation en 1992
[39] [40] a permis d’accroitre rapidement leur nombre. Les MHC-II sont plus difficiles
a cristalliser, et une construction non naturelle, le MHC-II ALPHA-BETA-PEPTIDE,
a été employée pour stabiliser le complexe avec un peptide (liea et lieb [41]). Cette
construction comprend une chaine II-ALPHA, une chaine II-BETA avec laquelle le peptide
est lié de fagon covalente grace a une liaison polypeptidique flexible.

3.1.2 Structures de complexes IG /antigéne, pMHC et TR/pMHC.

370 structures 3D présentent un complexe entre une IG et un antigéne ce qui constitue
54% des structures contenant une IG. La liaison 1G/antigéne est en effet trés étudiée non
seulement pour son role immunologique mais aussi pour ses applications technologiques en
tant que catalyseur de réactions (ou 'antigéne est un intermédiaire réactionnel) et comme
stabilisateur de complexe cristallin lors de la production de cristaux pour la diffraction
des rayons X. Dans IMGT/3Dstructure-DB, seulement 21 structures de TR/pMHC sont
disponibles, ce qui est peu en comparaison des 229 structures 3D de pMHC connues. Cela
tient a une faible stabilité des complexes TR /pMHC entrainant une cristallisation difficile.
Aucun protocole général de cristallisation pour les TR/pMHC n’a pu étre mis au point a
ce jour aucune structure de complexe TR/pMHC impliquant un TR-GAMMA DELTA
n’a été déterminée.

3.1.3 Représentativité génétique.

Le Tableau 3.1 montre la représentativité des génes d'IG, de TR et de MHC dont la
structure 3D est connue. Le nombre de structures 3D pour chaque géne IGHV humain
est présenté sur la Figure 3.1. Le nombre de structures 3D pour les autres groupes et les
autres espéces est disponible en ligne sur les pages de statistiques de IMGT /3Dstructure-
DB. Pour les TR, le nombre de structures est faible et le nombre de génes chez ’homme
et la souris est important (47 et 89 génes respectivement). La plupart des génes de MHC
ont plusieurs structures 3D représentatives mais le nombre de génes de MHC, par com-
paraison aux différents génes d’IG et de TR, est faible, et la diversité génétique des MHC
est essentiellement allélique. LLe nombre de structures 3D de MHC est loin de refléter la
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diversité allélique des MHC (51 alléles sur les 252 alléles de références humains différents
au niveau protéique). Le déséquilibre important entre le nombre de structures expérimen-
tales et la diversité génétique ne permet pas de conclure avec certitude que la variabilité
structurale observée soit générale. Elle retranscrit uniquement 1’état des connaissances
actuelles que nous pouvons observer. Par contre la standardisation IMGT permet la mise
en place d’une gestion de ces structures 3D avant I'arrivée massive de des données expé-
rimentales, comme le prouve la caractérisation des domaines (section 3.2), des récepteurs
(section 3.3) et de leurs complexes avec un antigéne (sections 3.4, 3.5 et 3.6).

Nombre de  2p 19
structures 3D .
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SHV4-30-2

Figure 3.1: Nombre de structures 3D dans IMGT/3Dstructure-DB pour chaque géne IGHV
humain.

3.2 Analyse des domaines.

Afin de comparer les domaines gérés par IMGT /3Dstructure-DB, les domaines pré-
sentant moins de 90% d’identité de séquence pour les V-DOMAINs et C-DOMAINs et
98% d’identité de séquence pour les G-DOMAINs, avec la meilleure résolution cristal-
lographique possible (les structures RX sont préférées aux structures RMN) ont été sé-
lectionnés. La constitution des groupes de structures suivant leur similarité de séquence
a été effectuée par la procédure suivante : le pourcentage d’identité de séquence entre
tous les V-DOMAINS, tous les C-DOMAINs et tous les G-DOMAINs a été déterminé,
et l'algorithme de regroupement hclust, utilisant la méthode complete, de I'environne-
ment statistique R (http ://www.r-project.org) a été utilisé pour constituer les groupes
de similarité de séquence. Les domaines présentant plus de 5 positions sans coordonnées
atomiques ont été écartés. La structure de I'IG NewM (7fab) a été écartée car elle posséde
une délétion du brin C". La structure de la protéine R9 (1sjv) a également été écartée
car elle présente une modification importante de sa structure due a I'assemblage cristallin
(formation de feuillet béta entre unités cristallines).

IMGT/3Dstructure-DB comporte 473 V-DOMAINs et 77 C-DOMAINs ou C-LIKE-
DOMAINs de séquences différentes avec un seuil de 90% d’identité de séquence, et 89
G-DOMAINs de séquences différentes avec un seuil de 98% d’identité de séquence. La
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Table 3.1: Nombre de génes fonctionnels IMGT pour Homo sapiens et Mus musculus [2] [1] et
nombre de génes possédant au moins une structure 3D représentative dans IMGT /3Dstructure-
DB.

Homo sapiens Mus musculus
Groupe Génes Structures Groupe Génes Structures
IGHV 56 26 IGHV 216 63
IGKV o1 28 IGKV 120 53
IGLV 39 12 IGLV 8 1
IGHJ 6 5 IGHJ 4 4
IGKJ 5 5 IGKJ 5 4
IGLJ 7 5t IGLJ 4 3
IGHC 10 7 IGHC 9 6
IGKC 1 1 IGKC 1 1
IGLC 3 IGLC 1
TRAV 47 6 TRAV 89 10
TRBV 66 5} TRBV 26 4
TRGV 9 1 TRGV 7 0
TRDV 3 2 TRDV 17 0
TRAJ 58 6 TRAJ 50 9
TRBJ 13 4 TRBJ 13 5}
TRGJ 5 1 TRGJ 4 0
TRDJ 4 1 TRDJ 2 0
TRAC 1 1 TRAC 1 1
TRBC 2 2 TRBC 2 2
TRGC 2 1 TRGC 4 0
TRDC 1 1 TRDC 1 0
MHC-Ia 3 3 MHC-Ia 3 3
MHC-Ib 2 2 MHC-Ib 4 4
MHC-ITa-A 3 2 MHC-ITa-A 2 1
MHC-ITa-B 6 3 MHC-ITa-B 2 2
MHC-IIb-A 2 1 MHC-IIb-A 2 1
MHC-IIb-B 2 1 MHC-IIb-B 3 1
B2M 1 1 B2M 1 1
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liste des domaines sélectionnées dans IMGT /3Dstructure-DB est fournie en annexe (page
139).

3.2.1 Longueur des séquences.

Dans le jeu de données sélectionnés, les V-DOMAINs ont une séquence comprise
entre 103 et 130 acides aminés, les C-DOMAINs entre 85 et 129 acides aminés et les
G-DOMAINSs entre 81 et 96 acides aminés (Figure 3.2). La variabilité des longueurs des
V-DOMAINSs s’explique par les grandes différences de longueur de CDR possibles. Pour
les V-DOMAINSs des IG et des TR confondu, le CDR1-IMGT a une longueur comprise
entre 5 et 12 acides aminés, le CDR2-IMGT une longueur comprise entre 0 et 13!, et
le CDR3-IMGT une longueur comprise entre 5 et 26. La variabilité des longueurs de sé-
quences est également due aux structures incomplétes pour lesquelles la séquence n’est
pas connue. L’utilisation de telles structures dans les analyses qui vont suivre n’est pas
génantes, car 'unité de base est la position IMGT.

3.2.2 Composition en acides aminés.

Au sein des domaines sélectionnés, la fréquence de chaque type d’acide aminé ainsi
que 'entropie associée a été calculée a chaque position. Les méme calculs ont été effectués
en regroupant les acides aminés en 3 classes d’hydrophopathies, 5 classes de volume et 11
classes de caractéristiques physico-chimiques [42].

Domaines de type V et C.

Cette analyse permet de retrouver sur notre jeu réduit de données les positions ca-
ractéristiques des V-DOMAINs et C-DOMAINs (Figure 3.3). Le coeur hydrophobe est
constitué par des résidus strictement préservées, la cystéine 23, le tryptophane 41 et la
cystéine 104. La plupart des positions possédant un caractére hydrophobe conservé ont
leur chaine latérale tournée vers l'intérieur du domaine, ce qui le stabilise. Toutes ces
positions répondent donc a la définition 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 comme ayant un caractére hydrophobe conservé. Les V-DOMAINs
possédent des acides aminés conservés a d’autre positions. La glycine 16 et la proline 46
sont conservées et sont caractéristiques des coudes bétas. Les autres positions occupées
par un acide aminé conservé ne peuvent étre simplement expliquées par la topologie,
la sérine 26, la glutamine 44, la sérine 83, 'acide glutamique 97, 'acide aspartique 98,
I’alanine 100, la tyrosine 102, la glycine 119, la glycine 121 et la thréonine 122. Pour les
V-DOMAINs d’IG la sérine 7, 'acide glutamique 73 et la sérine 128 sont conservées.

Les positions pouvant étre potentiellement glycosylées ne sont pas strictement conser-
vées dans les C-DOMAINs et V-DOMAINs de TR mais elles sont localisées dans la méme

!Le CDR2-IMGT de 13 acides aminés, qui dépassent la longueur de 10 acides résidus prévus dans le
canevas de base de la numérotation des V-DOMAINs, appartient & un V-DOMAIN de lama.
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Figure 3.2: Répartition de la longueurs des domaines sélectionnés dans IMGT /3Dstructure-DB
(moins de 90% d’identité de séquence pour les V-DOMAINs et C-DOMAINs et moins de 98%
d’identité de séquence pour les G-DOMAINSs). (A) Longueur des 473 V-DOMAINS, longeur des
CDRI-IMGT, longueur des CDR2-IMGT et longueur des CDR3-IMGT. (B) Longueur des 81
C-DOMAINs. (C) Longueur des 85 G-DOMAINS.
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région. Pour les V-DOMAINS, les positions 22 et 24, aux environs de la cystéine 23, dans
les chaines TR-ALPHA et une position variable dans les brins C" ou D des chaines TR-
BETA sont fréquemment des sites de glycosylation potentiels. Pour les C-DOMAINSs, la
position 90 dans les chaines TR-ALPHA et une position a I'extrémité de la boucle FG
dans les chaines TR-BETA sont des sites fréquents de glycosylation potentiels.

Cette analyse de composition sera utilisée par la suite afin d’établir éventuellement
des corrélations avec les propriétés particuliéres d’une position.

G-DOMAIN.

L’acide aspartique 39 est la seule position conservée dans plus de 80% des G-DOMAINs
dont la structure 3D est connue. Mais pour chaque type de domaine pris individuellement,
G-ALPHA, G-BETA, G-ALPHA1, G-ALPHAZ2, les positions avec un acide aminé conserveé
apparaissent tout le long de la structure, aussi bien dans les brins que dans I’hélice (Figure
3.2.2). Un trés grand nombre de positions présentent une conservation des caractéristiques
d’hydrophobicité. Cette conservation peut étre due a la méthode de sélection des domaines
et a la diversité essentiellement allélique des domaines, au contraire des IG et TR qui
possédent de nombreux génes.

3.2.3 Distribution des brins dans les feuillets.

IMGT/3Dstructure-DB fournit la composition des feuillets des domaines IgSF. Elle
a été déterminée pour chaque domaine grace au réseau de liaisons hydrogéne impliquant
les atomes de la chaine principale. Une expertise manuelle a également été effectuée pour
valider ces résultats et identifier la position des brins ne présentant pas de liaisons hy-
drogéne. En effet, certaines structures a basse résolution ne fournissent que la position
des carbones alpha (liga et 1r70), et 'identification automatique de la composition des
feuillets basée sur les liaisons hydrogéne ne fonctionne pas. Cette étude montre la grande
diversité dans les qualités d’affinement des structures RX au sein d’'un méme fichier de
coordonnées atomiques. Ainsi certaines structures RX présentent plusieurs domaines de
séquence identiques mais dont le réseau de liaison hydrogéne entre brins est différent (par
exemple 1jtr ou 1ktk). La topologie de repliement des domaines de type immunoglobuline
a été initialement décrite comme un beta-barrel en clef grecque, sous-classe "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 méme facon, et constituent le coeur structural
des domaines IgSF. Bork et al. 1994 [45] ont effectués une étude globale des domaines
[gSF dans de nombreuses protéines, en considérant un domaine par famille de protéine.
Notre approche s’en distingue par le fait que nous comparons les structures de nombreux
domaines appartenant au méme type de protéine, IG ou TR, afin d’étudier la variabilité
structurale spécifique de ces protéines. Lorsque le brin A est divisé en deux brins distincts,
ceux-ci sont notés Al et A2. Lorsque les deux brins sont dans le méme feuillet, ils sont
désignés en commun en tant que brin A.

L’analyse des 481 structures de V-DOMAIN montre qu’ils possédent deux configura-
tion de distribution des brins entre les feuillets, la distribution |[A1, B, D, E| [A2, C’, C",
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G-ALPHAl

G-ALPHA2

Figure 3.4: Acides aminés conservés a plus de 80% et positions dont I’hydropathie est conservée
a plus de 80% dans les 28 G-ALPHAL et les 28 G-ALPHA2 (haut), et dans les 13 G-ALPHA et
les 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 effet le brin C" se situe a
I'extrémité d’un feuillet et peut changer de feuillet suivant les V-DOMAINs. Il faut noter
que la premiére configuration est largement majoritaire dans I’ensemble des V-DOMAINs
étudiés. Elle est majoritaire pour les V-DOMAINs d’IG, et plus particuliérement pour les
domaines VH et V-KAPPA, mais pas pour les V-LAMBDA o1 les deux distributions se
rencontrent a parts égales. Pour les V-DOMAINs de TR, les deux distributions de feuillets
se rencontrent également a parts égales, le premier groupe étant majoritaire pour les do-
maines V-BETA et le deuxiéme groupe étant majoritaire pour les domaines V-ALPHA
(initialement remarqué par Fields et al. 1995 |14]). Ponctuellement certaines particularités
sont & noter, les VH des fichiers de coordonnées 1hfm, 2hfm et 1p4b présentent un brin
A2 dans le feuillet externe, et le V-ALPHA du fichier de coordonnée 1ymm ne posséde pas
de coordonnées atomiques pour le brin A1, qui doit étre de conformation désordonnée. La
distribution des brins entre les feuillets des C-DOMAINSs des IG adopte une configuration
unique, |A, B, D, E| |C, F, G|. La méme configuration est adoptée pour les C-DOMAINSs
de TR. 1l faut toutefois noter que le feuillet |C, F, G| des domaines C-ALPHA est pau-
vrement défini. Bentley et al. 1995 [46] et Garcia et al. 1996 [15] ont notés que le feuillet
[C, F, G| n’est pas correctement replié, ses brins ressemblent plus & un succession de
petites structures secondaires qu’a un vrai feuillet, et le brin F ne posséde pas de liaisons
hydrogéne avec les autres brins [47|. La composition des feuillets des C-LIKE-DOMAINSs
des MHC et de la B2M, possédent la méme configuration |A, B, D, E| |C, F, G|.

3.2.4 Angles entre feuillets des V-DOMAINs et C-DOMAINSs.

Feuillet externe Feuillet interne

Figure 3.5: Définition des plans passant par les feuillets d'un V-DOMAIN grace & deux axes X et
Y définis par les carbones alpha de différentes positions. Les méme positions sont utilisées pour
la définition des plans sur les feuillets des C-DOMAINs. Dans la figure du feuillet externe, les
brins jaunes sont situés a ’arriére plan et dans la figure du feuillet externe, les brins jaunes sont
situés a ’avant plan.
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L’angle de rotation entre les directions des brins des deux feuillets de chaque domaine
ainsi que le parallélisme entre les deux feuillets ont été mesurées. Un plan a été défini
pour chaque feuillet a partir de quelques positions (Figure 3.5). Chaque plan est défini
par deux vecteurs, le premier définissant I'axe X du plan, et 'autre indique la direction de
I'axe Y. L’axe Z est déduit de X et Y par un produit vectoriel. L’angle de rotation entre
les plans est mesuré par I'angle entre I’axe X du premier et le projeté sur le premier plan
de I'axe X du deuxiéme plan. Le parallélisme entre les plans est mesuré par 'angle formé
par les axes Z perpendiculaires aux deux plans.

Le premier plan correspond au feuillet contenant le brin B, le vecteur X est sur le brin
B et est défini par les carbones alpha des positions 18 et 25. Le vecteur Y est dans le
plan défini par le vecteur X et par le vecteur dont les extrémités sont les coordonnées du
carbone alpha de la position 7 et par les coordonnées du carbone alpha de la position 89.
Le vecteur Y est orienté suivant le vecteur passant par les carbones alpha des positions 7
et 89.

Le deuxiéme plan correspond au feuillet contenant le brin F. Le vecteur X est sur
le brin F, et est défini par les coordonnées du carbone alpha de la position 100 et par
les coordonnées du carbone alpha de la position 105. Le vecteur Y est défini par les
coordonnées du carbone alpha de la position 104 et par les coordonnées du carbone alpha
de la position 41.

Les positions définissant les différents vecteurs ont été choisies car elles sont, partagées
par les V-DOMAINs et C-DOMAINs et font partie de brins appartenant toujours au
méme feuillet (section 3.2.3).

Les angles présentés pour tous les V-DOMAIN (Table 3.2) sont trés similaires a ceux
des VH, les V-KAPPA et V-LAMBDA pris isolément. Les valeurs pour les V-ALPHA et
V-BETA ne sont pas différentes malgré leur représentation beaucoup plus faible.

Par rapport aux V-DOMAINSs, la valeur moyenne de I'angle de rotation indique que
les brins des C-DOMAIN appartenant a des feuillets différents sont plus paralléles. Par
contre au sein des C-DOMAIN des IG, les valeurs sont trés similaires a celles rencontrées
dans les V-DOMAIN des IG.

Les C-DOMAINs de TR présentent des valeurs trés différentes en raison des domaines
C-ALPHA dont les feuillets externes sont mal définis.

L’angle de rotation entre les feuillets des C-LIKE-DOMAINs des MHC est inférieur
de 14 degrés en moyenne par rapport aux V-DOMAIN. Cet angle de plus est sujet a
beaucoup de variabilité, les valeurs s’étendant de 10 & 35 degrés avec un écart type de 7
degrés. Les C-LIKE-DOMAINs de B2M, et de chaines I-ALPHA, II-ALPHA et II-BETA

pris isolément pourraient faire apparaitre une plus grande hétérogénéité.

3.2.5 Alignements structuraux.

Les superpositions structurales effectuées dans tout ce chapitre ont toutes été réali-
sées grace au programme ProFit (Martin A.C.R., http ://bioinf.org.uk/software/profit)
implémentant I'algorithme de McLachlan |48| et grace aux alignements de séquence des
domaines fournis par la numérotation unique IMGT.
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Table 3.2: Valeurs en degrés de ’angle de rotation et des angles entre les plans des feuillets dans
les 451 V-DOMAIN d’IG et les 49 C-DOMAIN d’IG sélectionnés dans IMGT /3Dstructure-DB.
Pour chaque domain I'écart type (E) de la distribution des angles est fourni.

Nombre de  Angle de Parallélisme
Domaine domaines  rotation entre les plans

Moyenne E Min Max Moyenne E Min Max

V-DOMAIN 473 35 3 225 44 20 3 12,5 315
IG  V-DOMAIN 440 35 3 275 44 19 3 12,5 27,5
VH 261 36 2 29 43 18 2 12,5 26,5
V-KAPPA 159 32 2 275 38 21 2 16,5 275
V-LAMBDA 20 39 3 35 49 21 2 135 25
TR  V-DOMAIN 33 30 3 225 36,5 24 3 13,5 315
V-ALPHA 15 32 2 245 36,5 245 3 18,5 28
V-BETA 15 27 2 225 31 24 4 135 315
V-GAMMA 1 32 20
V-DELTA 2 31 25,5 36 24 24 245
C-DOMAIN 77 2411 -455 40,5 23 6 10,5 49
IG  C-DOMAIN 45 29 4 16,5 40,5 22 4 14,5 36
CH1 16 28 4 235 385 19 2 14,5 235
CH2 7 32 4 25 405 24 3 19 31
CH3 7 29 5 16,5 34,5 24 5 18,5 36
CH4 1 34 23
C-KAPPA 9 27 3 19 31 23 2 20,5 26
C-LAMBDA 5 28 3 225 30,5 26 2 23 305
TR  C-DOMAIN 5 029 -455 29 3211 16,5 49
C-ALPHA 2 3511 -455 -22 35 3 31,5 38
C-BETA-1 1 17 49
C-BETA-2 1 23 26
C-GAMMA-1 1 17 29
MHC C-LIKE 27 217 10 35 22 6 10,5 325
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Domaines de type V et C.

Dans IMGT/3Dstructure-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 toutes
les positions ayant le méme numéro IMGT sauf les CDR (positions 27 a 38, positions 56
a 65 et positions 105 a 117) et la boucle DE (positions 84 et 85) pour les V-DOMAINS,
ainsi que la boucle BC (positions 27 & 38), les positions 42 & 77 (contenant le brin CD), la
boucle DE (positions 84.1 & 85.1) et la boucle FG (positions 104 & 118) des C-DOMAINSs.
La distance entre les positions équivalentes a été enregistrée et la moyenne quadratique
de ces distances (RMSD) a été calculée pour chaque position. Les comparaisons ont été
effectuées pour les V-DOMAINSs et les C-DOMAINS, pour chaque type de récepteur (IG,
TR et MHC), et pour chaque type de domaines (VH, V-KAPPA, V-LAMBDA, V-ALPHA,
V-BETA).

V-DOMAIN Pour les V-DOMAINSs, les variabilités structurales les plus importantes
apparaissent au niveau de la jonction entre les brins A1 et A2 (positions 8 et 9), entre les
brins C et C’ (positions 46 a 49), au niveau du brin C" (positions 66 & 74), aux positions
83 et 84 entre les brins D et E, de méme au début (positions 1 et 2) et a la fin du domaine
(positions 127 et 128) (Figure 3.6). Au sein des V-DOMAINs des IG, la variabilité est
moindre au niveau du brin C", et elle est globalement faible au sein des VH et surtout
des V-KAPPA et des V-LAMBDA. La variabilité des positions 8 et 9 est importante
pour les VH mais trés faible pour les VL (V-KAPPA et V-LAMBDA). En observant
de facon plus précise les superpositions structurales on peut effectuer une classification
des conformations de la jonction entre les brins Al et A2. Cette classification avait déja
été effectuée par [49] pour les domaines VH. Les VL adoptent la méme conformation
correspondant au type IV des VH. Pour les V-DOMAINs de TR, le brin C" est trés
variable. Les positions 7, 8, 9 et 10 des V-ALPHA présentent plus de variations que les
V-BETA, et la partie reliant les brins C et C’ (positions 46, 47 et 48). Les V-BETA sont
également trés variables sur les positions 92 a 96, ce qui n’est pas le cas des V-ALPHA.

C-DOMAIN La comparaison de tous les C-DOMAINs montre que la conservation de
la conformation autour du coeur commun est plus faible que pour les V-DOMAINSs. Toutes
les parties en dehors de ce coeur sont 'objet de variabilité conformationnelle importante :
les positions situés avant le premier brin (1.7 a 1.1), les positions entre les brins A et B
(9 4 19), les positions situés sur le brin CD ainsi que les positions du brin C, les positions
de la boucle EF, les positions des brins D et G, et les boucles BC (équivalent au CDR1
des V-DOMAINSs) et FG (équivalent au CDR3 des V-DOMAINSs) (Figure 3.7). Pour les
C-DOMAINs d’IG la variabilité structurale est plus faible. Elle concerne la boucle AB
(positions 11 a 18), le brin CD (positions 43 & 77), le brin D, la boucle EF (positions
91 a4 101), la boucle FG (surtout positions 109-115) et le brin G. Il faut noter la relative
conservation structurale de la boucle BC entre tous les C-DOMAINs d’IG. De méme la
partie haute du brin E (85.5 & 90) et le haut du brin F (102 & 108) qui sont appariés
sont bien conservés. Les C-KAPPA présentent peu de variabilité de leur structure. Les
C-LAMBDA présentent un brin G trés variable car comme il a été décrit précédemment
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Figure 3.6: Moyenne quadratique des distances entre les carbones alpha (RMSD) de chaque
position des 469 V-DOMAINs (261 VH, 158 V-KAPPA, 20 V-LAMBDA, 15 V-ALPHA et 15
V-BETA). Les Colliers de Perles IMGT sont coloriés linéairement de 1A de RMSD et moins
(blanc) a 3A RMSD et plus (noir). Seule une structure de V-GAMMA et deux structures de
V-DELTA ont été sélectionnées et leur superposition n’est pas présentée. Les superpositions des
CDR-IMGT, qui doit tenir compte de leur longueur, est disponible en ligne sur les pages de
statistiques de IMGT /3Dstructure-DB.
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Figure 3.7: Moyenne quadratique des distances entre les carbones alpha (RMSD) de chaque
position des 43 IG C-DOMAINs (16 CH1, 7 CH2, 7 CH3, 9 C-KAPPA et 5 C-LAMBDA). Les
Colliers de Perles sont coloriés linéairement de 1A de RMSD et moins (blanc) a 3A RMSD et
plus (noir). L’analyse des C-ALPHA, C-BETA-1, C-BETA-2, C-GAMMA-1 et C-DELTA n’est

pas présentée car moins de deux structures 3D ont été sélectionnées.
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il peut changer de feuillet. Le haut du brin D (positions 82 a 84.4) et une partie de la
boucle BC (positions 33 a 36) sont également variable. Les CH1 présentent des variations
structurales au niveau des boucles AB (positions 9 a4 17), CD (positions 43 a 77), DE
(positions 84.4 et 84.5) et EF (positions 91 a 101 et position 114). Le CH2 varie au niveau
de la boucle AB (positions 15.2 et 16), de tout le brin CD, de tout le brin B et de la boucle
FG. Les C-DOMAINs de TR présentent bien plus de variations structurales que ceux des
IG. Toutes les positions en dehors du coeur commun présentent de grandes variabilité.
Pourtant les C-ALPHA présentent une bonne conservation de structure en dehors du brin
G qui est faiblement structuré et semble pouvoir adopter différentes conformations. Les
différences sont donc dues a une variabilité entre les différents types de C-DOMAIN de TR.
La superposition des C-LIKE-DOMAINs de MHC montre que la variabilité structurale
concerne le brin A, la boucle AB, le brin CD et le brin D. La conformation des boucles
BC et FG sont relativement bien conservées, ce qui est important pour les contacts établis
avec le plancher du MHC.

Les C-DOMAINs présentent donc globalement plus de variabilité structurale entre
les différents types de C-DOMAIN que ne le font les V-DOMAINs. Ce résultat parait
étonnant et il est possible que des structures de V-DOMAINSs trés stables soient requises
afin de pouvoir convenablement adapter des séquences de CDR trés variables.

G-DOMAIN.

Les G-DOMAINSs ont été superposés grace au programme ProFit en alignant toutes les
positions des G-DOMAINs sauf les boucles AB (position 14 a 18) et les boucles CD (po-
sition 38 a 42). Les alignements structuraux montrent la bonne conservation du plancher
de feuillets béta. Les valeurs seuils utilisés sont 1A RMSD et en dessous pour la conserva-
tion structurale et 3A et au-dessus pour la grande variabilité structurale (Figure 3.8). Les
premiéres positions du G-ALPHA (jusqu’a la position 7) ainsi que la premiére portion de
I'hélice (positions 48 a 59) et la derniére portion de I’hélice (positions 84 & 92) présentent
une variabilité structurale comparé au reste des positions qui ont une conformation extreé-
mement bien conservé. Pour le G-ALPHA2, toutes les positions sont extrémement bien
conservées en dehors de la boucle AB (positions 14 a 18) et de la fin du domaine (positions
87-92). Les deux premiéres positions ainsi que la partie reliant les deux portions de 1’hélice
(positions 61 et 62) possédent une variabilité mineure (1,20A RMSD).

3.2.6 Analyse de contacts.

Les statistiques de contacts internes de chaque domaine ont été calculées pour les
différents types de domaines. La conservation des contacts peuvent étre consultés sur
Ioutil en ligne avec un seuil de fréquence réglable et pour différent types de contacts
(tous les contacts, les liaisons hydrogéne, les liaisons hydrogéne par I'intermédiaire d’une
molécule d’eau, les contacts polaires et les contacts non polaires) et de niveau de contacts
(entre atomes de la chaine principale, la chaine latérale avec la chaine principale, et entre
atomes des chaines latérales).
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Figure 3.8: Moyenne quadratique des distances entre les carbones alpha (RMSD) de chaque po-
sition des 29 G-ALPHA1, 29 G-ALPHA2, 13 G-ALPHA et 18 G-BETA. Les perles sont coloriées
linéairement du blanc au noir, de 1A de RMSD et moins a 3A de RMSD et plus.
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Analyse de fréquence.

V-DOMAIN Les liaisons hydrogéne des V-DOMAINSs, conservées dans plus de 80%
des cas, correspondent aux liaisons hydrogéne entre atomes de la chaine principale reliant
les brins. Deux liaisons hydrogéne utilisant des atomes de chaines latérales sont également
conservées, entre la chaine latérale de la position 6 (une glutamine ou un glutamate) et
la chaine principale de la position 102 (souvent une tyrosine), et entre la chaine latérale
de la position 102 et la chaine principale de la position 98 (un acide aspartique). Les
contacts conservés pour un CDR donné et une longueur de CDR donnée ont également
été calculés. Dans ce cas les contacts avec les positions des autres CDR ont été enregistrés
sans tenir compte de la longueur de I'autre CDR, ce qui permet d’avoir un idée des contacts
échangés avec les autres CDR. Par exemple, il existe souvent une liaison hydrogéne entre la
derniére position du CDRI-IMGT et la position 107 du CDR3-IMGT (87% pour une taille
de CDRI-IMGT de 6 résidus (position 32) et 71% pour une taille de CDR1-IMGT de 8
résidus (position 34)). Dans le CDR2-IMGT, la position 56 effectue une liaison hydrogéne
dans la majorité des cas (98% pour une longueur de 8, 95% pour une longueur de 10)
avec la position 39.

Les liaisons hydrogéne avec une molécule d’eau intermédiaire ne sont jamais conservées.

C-DOMAIN Les liaisons hydrogéne conservées des C-DOMAINSs, dans 80% des cas
étudiés, sont toutes entre atomes de la chaine principale reliant les brins. Les C-ALPHA
ne possédent de liaisons hydrogéne conservées qu’entre les brins A, B, D et E.

G-DOMAIN Les liaisons hydrogéne conservées des G-DOMAINs, dans plus de 80%
des cas, correspondent aux liaisons hydrogéne entre atomes de la chaine principale reliant
les brins et les boucles de I'hélice. On peut noter que cette conservation intervient quel
que soit le type de G-DOMAIN.

Pour G-ALPHAT1, une liaison hydrogéne utilisant des atomes de chaines latérales est
conservée, entre la chaine latérale de la position 64 (une thréonine) et la chaine principale
de la position 45. Dans le coude AB, la liaison hydrogéne entre la chaine latérale de
I’arginine 14 et la chaine principale du glutamate 19 est conservée, ce qui n’allait pas de
soi car la majorité des acides aminés de la boucle sont est conservée mais la superposition
structurale a montré que la conformation n’était pas conservée (3,9A de RMSD a la
position 18). Pour G-ALPHA et G-ALPHA2, une liaison hydrogéne utilisant des atomes
de chaines latérales sont également conservées, entre la chaine latérale de la position 29
(une glutamine, un glutamate ou un acide aspartique) et la chaine principale de la position
4. La chaine latérale de la position 29 vient ainsi en quelque sorte prolonger les liaisons
hydrogénes entre le brin A et le brin B.

Analyse statistiques des contacts des V-DOMAINs des IG.

Avec Fabrice Sarniguet, étudiant du DESS des méthodes statistiques de Montpellier,
j’ai réalisé une analyse statistique des contacts internes des V-DOMAINs des IG. Le but
étant d’observer si une discrimination entre les VH, les V-KAPPA et les V-LAMBDA
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Contacts importants

V-KAPPA

V-LAMBDA

Figure 3.9: Contacts entre positions possédant le plus de contacts entre atomes (A) et contacts

permettant de différencier VH et VL (B), et de différencier V-
paires de positions en contacts (positions en rouge reliés

LAMBDA (C). Les

KAPPA et V-

ont été déterminées

par un trait vert)

par une analyse de composante principale de la matrice de contacts entre positions pour chaque

type de domaine (voir texte).
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pouvant étre observée en ayant recours aux densités de contacts internes. Une analyse en
composantes principales (ACP) a été réalisée ou les coordonnées statistiques caractérisant
chaque domaine sont le nombre de contacts effectuée par chacune de ses positions (les
différents axes de l'espace sont les positions et les valeurs dans ces directions sont les
nombres de contacts). L’analyse permet donc de comparer les différences de densité dans
les différentes parties du domaine. Une classification selon la méthode de Ward permet
de séparer les deux domaines des chaines légéres des domaines VH, puis de séparer les
domaines des chaines légéres V-KAPPA et V-LAMBDA. Une autre ACP a été réalisée en
prenant comme coordonnées pour chaque domaine le nombre de contacts atomiques entre
paires de positions. Cette analyse permet de conclure (Figure 3.9) que les contacts les plus
nombreux interviennent au centre du domaine (21-89, 41-54, 41-89, 42-103, 43-51, 43-102,
77-90, 79-88 et 95-98) ainsi qu’a 'ancrage du CDR2 (55-66). Ces contacts importants sont
peu discriminant entre les trois types de domaines. Les contacts suivants permettent par
contre de faire la différence entre les domaines VH et les domaines de chaines légéres :
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 et
86-88. Ces positions sont situées dans le brin C" et aux extrémités des brins E, C’ et D.
La position 84 est souvent un acide aminé de petite taille dans les domaines V-KAPPA et
V-LAMBDA tandis qu’il est parfois volumineux dans les VH. Les contacts suivants sont
plus 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 contacts suivants sont plus fréquents pour
le V-KAPPA que pour le V-LAMBDA, 3-26, 8-10, 10-123, 39-87, 83-87, 84-87 et 85-87.
Les contacts 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 récepteurs.

Les récepteurs sont étudiés au niveau de la formation des domaines partenaires, puis
au niveau de la constitution du récepteur par assemblage des partenaires.

142 V-PARTNER et 32 C-PARTNER de séquence différentes ont été sélectionnées avec
le méme protocole que pour les domaines de séquences indépendantes (section 3.2), en
utilisant un seuil de pourcentage d’identité de 90%. Le pourcentage d’identité de séquence
est calculé sur la séquence des deux domaines simultanément.

170 fragments Fab d’IG et 5 TR sont également sélectionnés avec le méme protocole,
le pourcentage d’identité étant calculé sur la séquence des quatre domaines (les deux V-
DOMAINS et les deux C-DOMAINS). La liste des structures sélectionnées dans IMGT /3D-
structure-DB est fournie en annexe (page 149 pour les domaines partenaires et page 152
pour 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 les
feuillets externes (Figure 3.10). Les mémes vecteurs que ceux utilisés pour la mesure du
parallélisme entre les feuillets d’'un méme domaine sont employés ici et les calculs sont
similaires.
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v Angle do paraliélisme

Angle de rotation

Figure 3.10: Représentation des angles pour la mesure du positionnement de domaines parte-
naires.

Sur une méme chaine I’angle formé par deux domaines consécutifs est également me-
suré a partir de I'angle formé par les premiers vecteurs des feuillets contenant le brin
B.

La position relative des V-PARTNER et C-PARTNER est mesurée par le calcul des
angles entre deux plans formés par les deux partenaires. Le plan du V-PARTNER est défini
par deux vecteurs. Le premier vecteur passe par les carbones alpha des positions 104 de
chacun des deux V-DOMAINs (Figure 3.11). Le second vecteur passe par les carbones
alpha des positions 19 des deux V-DOMAINs. Le plan du C-PARTNER est défini par un
premier vecteur entre les carbones alpha des positions 104 des deux C-DOMAINSs et un
deuxiéme vecteur entre les carbones alpha des positions 19 des deux C-DOMAINSs.

La surface enfouie par chaque domaine dans son partenaire et dans le récepteur entier
est calculée en effectuant la différence entre la surface accessible du domaine isolé et du
méme partenaire faisant partie du récepteur. La surface accessible de chaque position est
fournie par le logiciel Stride [28].

3.3.1 V-PARTNER.

Il n’y a pas de différence 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 I'angle de
parallélisme est similaire a celui des IG, I'angle de rotation des feuillets externes est moins
important mais pas celui des feuillets internes. Ces valeurs indiquent que les feuillets
externes forment un V dont la partie ouverte serait dirigée vers ’antigéne.

La surface enfouie par chaque domaine varie entre 650 et 1100A2 quel que soit le
type de domaine et le type de récepteur (Table 3.5). D’aprés ’étude de Bahadur et al.
2004 |50], la surface enfouie a linterface des homodimeéres est en moyenne de 3900A2
avec un écart type de 2200A2. Les V-PARTNER ont donc une surface enfouie faible qui
est comparable a celle des complexes d’interaction protéine-protéine (1900A2 [50]) ou des
complexes cristallins (1600A2 [50]).

o8



Table 3.3: Valeurs moyennes (Moy) et écarts types (E) de la distribution des angles entre feuillets
internes 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 structures 3D de V-PARTNER
et 32 structures 3D de C-PARTNER avec moins de 90% d’identité de séquence ont été utilisées.
Les valeurs pour ’ensemble des domaines de chaque section sont en gras.

Angles entre feuillets internes

PARTNER Nb  rotation parallélisme
Moy E Min Max Moy E Min Max

VH V-KAPPA 123 47 3 35 55 20 3 10 30

VH V-LAMBDA 9 52 40 60 22 15 30

Y 2
132 47 4 35 60 203 10 30

V-ALPHA V-BETA 9 43 4 35 50 8 3 0 15
V-GAMMA V-DELTA 1 48 10
10 44 4 35 50 83 0 15

CH1 C-KAPPA 9 142 1 135 145 63 2 55 70
CH1 C-LAMBDA 5 135 4 125 145 65 4 60 75
CH2 CH2 1 124 91
CH3 CH3 5 148 3 140 155 54 3 45 60
CH4 CH4 1 147 52

21 140 6 120 155 62 8 45 95
C-ALPHA C-BETA-1 1 122 62
C-ALPHA C-BETA-2 1 113 61

2 117 4 110 125 61 0 60 65
C-LIKE C-LIKE 9 93 7 80 105 53 3 45 60
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Table 3.4: Valeurs moyennes (Moy) et écarts types (E) de la distribution des angles entre feuillets
externes 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 structures 3D de V-PARTNER
et 33 structures 3D de C-PARTNER avec moins de 90% d’identité de séquence ont été utilisées.
Les valeurs pour '’ensemble des domaines de chaque section sont en gras.

Angles entre feuillets externes

PARTNER Nb  rotation parallélisme
Moy E Min Max Moy E Min Max

VH V-KAPPA 123 130 4 115 140 43 4 30 55
VH V-LAMBDA 9 138 5 130 150 39 3 30 45

132 130 4 115 150 43 4 30 55
V-ALPHA V-BETA 9 114 3 105 125 42 6 30 55
V-GAMMA V-DELTA 1 123 42

10 115 4 105 125 42 6 30 55

CH1 C-KAPPA 9 67 6 55 75 30 3 25 40
CH1 C-LAMBDA Y 61 5 50 70 32 3 25 40
CH2 CH2 1 43
CH3 CH3 ) 71 4 60 80 16 8 0 30
CH4 CH4 1 65 38
21 64 13 10 80 289 0 45
C-ALPHA C-BETA-1 1 109 26
C-ALPHA C-BETA-2 1 120 17
114 5 105 120 225 15 30
C-LIKE C-LIKE 9 29 16 5 60 255 15 35
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Table 3.5: Valeurs moyennes (Moy) et écarts types (E) de la surface enfouie par chaque domaine
dans les V-PARTNER et les C-PARTNER d’IG, de TR et de MHC. 142 structures 3D de V-
PARTNER et 32 structures 3D de C-PARTNER avec moins de 90% d’identité de séquence ont
été utilisées. Les valeurs pour 'ensemble des surfaces enfouies de chaque section sont en gras.

Surface enfouie par chaque domaine

PARTNER Nb  Domaine 1 Domaine 2

Moy E Min Max Moy E Min Max
VH V-KAPPA 123 837 68 700 1050 874 70 750 1100
VH V-LAMBDA 9 846 93 650 1000 867 81 700 1000

132 838 70 650 1050 874 71 700 1100

V-ALPHA V-BETA 9 872 98 750 1050 860 89 700 1000
V-GAMMA V-DELTA 1 852 840
10 861 88 750 1050 846 82 700 1000

CH1 C-KAPPA 9 947 73 850 1200 948 51 850 1050
CH1 C-LAMBDA 5 953 44 850 1050 931 26 850 1000
CH2 CH2 1 845 840
CH3 CH3 5 1169 69 1000 1250 1176 73 1000 1250
CH4 CH4 1 1149 1144

21 1006 120 800 1250 1002 120 800 1250
C-ALPHA C-BETA-1 1 1376 1386
C-ALPHA C-BETA-2 1 1365 1386

2 1370 5 1350 1400 1386 0 1350 1400
C-LIKE C-LIKE 9 422 67 350 600 407 72 300 600
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V-PARTNER

C-PARTNER

Figure 3.11: Définition des plans passant par les feuillets d’'un V-DOMAIN grace & deux axes X
et Y définis par les carbones alpha de différentes positions.

3.3.2 C-PARTNER.

Les angles de rotation formés par les deux feuillets internes de chaque domaine pré-
sentent deux distributions, I'une s’étend de 80 & 105 degrés et correspond aux C-LIKE-
DOMAINs des MHC, I'autre s’étend de 110 a 155 degrés et correspond aux C-DOMAINs
des IG et des TR. L’angle de rotation formé entre les deux feuillets externes de chaque
domaine s’étend de 10 a 120 degrés et correspond aux C-DOMAINs des IG et des TR et
aux C-LIKE-DOMAINs de MHC. Les C-DOMAINs des TR possédent les angles de rota-
tion les plus élevés, de 105 a 120 degrés, qui sont bien distincts des autres C-DOMAINS.
[’angle mesurant le parallélisme entre les feuillets est compris entre 0 et 45 degrés pour
les feuillets externes et compris entre 45 et 95 degrés pour les feuillets internes.

La surface enfouie présente deux distributions, la premiére de 300 & 600A2 pour les deux
domaines et qui correspond aux C-LIKE-DOMAINs des MHC. La deuxiéme distribution
varie entre 800 et 1400A2 avec en moyenne 1040A2 et qui correspond aux C-DOMAINs
des TR et des IG. Cette distribution se retrouve globalement chez les 1G, et la surface
enfouie des TR est située entre 1350 et 1400 pour les deux domaines.
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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-LAMBDA
et C-LAMBDA sont pour la plupart compris entre 35 et 75 degrés (Figure 3.12). L’angle
formé par les domaines VH-CH1 possédent deux pics de forte population, I'un vers 45
degrés et 'autre vers 65 degrés, tandis que les domaines légers n’enregistrent qu’un seul
pic vers 60 degrés.

Table 3.6: Surface enfouie en A2 par chaque domaine d’un récepteur Fab dans 215 Fab sélectionnés
dans IMGT/3Dstructure-DB. VL — V-KAPPA + V-LAMBDA, CL - C-KAPPA + C-LAMBDA.

Domaine  Moyenne Ecart type Minimum Maximum

VH 1067 85 850 1300
VL 1181 90 900 1450
CH1 1202 93 1000 1450
CL 1291 94 950 1550

La surface enfouie par les 4 domaines d’un Fab d’IG sont du méme ordre de grandeur
mais présentent de légéres différences (Table 3.6). Le domaine VH posséde une surface
enfouie inférieure a celle des trois autres domaines. Pour les TR, La surface enfouie par
les 4 domaines de TR présentent plus de disparité, les C-ALPHA et C-BETA présentant
une surface enfouie supérieure aux V-ALPHA et V-BETA. Ces derniers ont une surface
enfouie comparable a celle des domaines d’IG.

Nb de VH-CH1 Nb de VL'CI;S
structures *© structures & —
34

50

=

— 25 40

10
10 8
10
11 2 2
I—l

0 i — : i) -
25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 &5 90 Angle 30 35 40 45 50 55 60 65

0 Angle

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 récepteurs Fab extrait
de IMGT/3Dstructure-DB. L’angle est mesuré entre les ecteurs passant par les carbones alpha
des positions 18 et 25 appartenant au brin B.
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3.4 Interface des complexes IG/antigéne.

De nombreuses études se sont penchées sur 'interaction entre les IG et les antigénes
(revues dans [51], [52] et [34]). Les résultats de superpositions des CDR et l'analyse des
positions des V-DOMAINs en contact avec l'antigéne sont relativement simples et ont
valeurs d’exemples quant a la facilité d’emploi de IMGT /3Dstructure-DB pour de telles
analyses.

3.4.1 Superposition des CDR-IMGT.

Basé sur le nom usuel des 1G (IMGT protein name), les données de 79 IG dont la
structure 3D a été déterminée expérimentalement, sans ligand et avec un ou plusieurs
antigénes, ont été extraites de IMGT /3Dstructure-DB (liste fournie en annexe page 154).

Les V-DOMAINSs ont été superposés grace au programme ProFit en alignant toutes les
positions des V-DOMAINSs sauf les CDR. (position 27 & 38, positions 56 a 65 et positions
105 a4 117) et la boucle DE (positions 84 et 85). La moyenne quadratique des déviations des
coordonnées (RMSD) a été calculée pour chaque CDR-IMGT (Figure 3.13). Ces mesures
(Figure 3.13) montrent que, quel que soient le type de domaine et le CDR-IMGT, le plus
souvent le CDR-IMGT ne subit pas de changements conformationnels a la liaison (entre ()
et 1A RMSD). Néanmoins on observe de grandes variations atteignant 5A RMSD pour le
CDR3-IMGT du VH. Les CDR2-IMGT et CDR3-IMGT des V-KAPPA et V-LAMBDA
sont par contre moins variables avec un RMSD toujours inférieur a 2A. Les CDR1-IMGT
des VH ont un RMSD inférieur a 2,5A et les CDR1-IMGT des V-KAPPA et V-LAMBDA
ont un RMSD inférieur a 5A. Pour les V-KAPPA et les V-LAMBDA, le CDR dont la
conformation est la plus variable est le CDR1-IMGT, le CDR2-IMGT et CDR3-IMGT
étant peu variables. Pour les VH, le CDR3-IMGT posséde la conformation la plus variable,
tandis que les CDR1-IMGT et CDR2-IMGT ont une conformation modérément variable
a la liaison.

3.4.2 Positions en contacts.

Les CDR-IMGT sont les principaux éléments de contact avec les antigénes, mais des
positions n’appartenant pas aux CDR-IMGT sont également mises a contribution (Figure
3.14, Table 3.7 et Kaas et al. 2005 |[53| Publication 5). Que ce soit pour les VH ou les VL,
les positions plus impliquées sont les ’ancres” du CDR2-IMGT (positions 55 et 66) et la
position 40 qui interagissent principalement par l'intermédiaire de leure chaine latérale.
Pour les VL, les positions 67, 68 et 69 sur le brin C", ainsi que les positions 80 et 84 pour
le V-KAPPA, et les positions 58 et 118 pour le V-LAMBDA sont parfois impliquées dans
la liaison. En effet les petits ligands s’enfouissent profondément au centre du récepteur et
font intervenir des positions proches du coeur du domaine.

Les interactions des CDR-IMG'T ont été analysés pour chaque longueur de CDR-IMGT
et chaque type de domaine. La deuxiéme partie du CDRI1-IMGT crée plus de contacts
avec 'antigéne que la premiére, et ce quel que soit le type de domaine (VH, V-KAPPA
ou V-LAMBDA) ou la longueur du CDR1-IMGT. Toutes les positions du CDR2-IMGT
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Table 3.7: Positions les plus souvent impliquées dans les contacts IG/antigénes et la fréquence
de contacts avec l'antigéne de ces positions (nombre de structures 3D ou les positions sont en
contact/ nombre de structures 3D) dans les domaines VH (A), V-KAPPA (B) et V-LAMBDA
(C). Quand une seule structure 3D est utilisée, les positions en contacts peuvent étre trouvées
sur la Figure 3.14.

A - VH
Longueur

CDR-IMGT des CDR Positions Fréquence

CDRI1-IMGT 8 34 180/260
9 35 17/27
10 34 28/30

FR2-IMGT 55 196/317

CDR2-IMGT 7 57 91/113
8 o7 94/182
10 57 61 16/21

CDR3-IMGT 5 106 107 11/11
6 115 5/5
7 107 34/35
8 107 108 4/5
9 107 18/19
10 109 113 21/23
11 109 110 24/28
12 107 50/56
13 113 36/43
14 107 11/14
15 112.1 20/22
16 113 15/19
17 109 2/2
18 112.1 113 2/2
19 112 112.1 5/5
20 112.2 112.3 2/2
21 111 111.3 111.4 112.1 112.2 7/7

112.3 1124

292 1/1
24 107 110 112 112.3 18/18

Fin de table a la page suivante
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Début de table a la page précédente

B - V-KAPPA

CDR-IMGT
CDRI-IMGT

FR2-IMGT
CDR2-IMGT
CDR3-IMGT

Longueur

des CDR

5
6
7
10
11
12

_— o © 00~ W

—_ =

C - V-LAMBDA

CDR-IMGT
CDRI1-IMGT

FR2-IMGT
CDR2-IMGT
CDR3-IMGT

Longueur

des CDR

8
9

11
12

Positions

31
32
33
36
37
38

%)
56

107

107

107 108 116
110 113

Positions

35
40
o6

107
107 109

66

Fréquence

10/16
96,/154
6/11
15/16
52/75
17/20

91/292
120,/292

1/1
23/24
229/255
3/5
7/7

Fréquence

1/2
17/23

4/26
6,26

18/23
2/2
1/1
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Figure 3.13: Moyenne quadratique des distances entre les carbones alpha (RMSD) entre la forme
liée et non liée & un antigéne des CDR-IMGT de VH, de V-KAPPA + V-LAMBDA. 79 IG
différentes possédant des structures en complexe avec un antigéne et des structures sans antigéne
ont été utilisées.

peuvent étre impliquées dans la liaison a l'antigéne, quels que soient le type de domaine
et la longueur du CDR2-IMGT. Le CDR3-IMGT peut également entrer en contact avec
I’antigéne avec pratiquement toutes ses positions, quels que soient le type de domaine et
la longueur du CDR3-IMGT. Méme avec des CDR3-IMGT trés long (jusqu’a 24 acides
aminés dans les données utilisées), les positions en contact se situent aussi bien a la
pointe de la boucle que proche de ses ancrages. [’outil de visualisation en ligne fournit des
informations utiles sur les positions engagées fréquemment dans une interaction spécifique
(liaison hydrogéne ou contacts polaires effectués par les atomes des chaines latérales) avec
I’antigéne.

3.5 Interface des complexes peptide/ MHC.

Les sites de liaisons du MHC-I et du MHC-II ont une structure similaire et les présen-
tations des peptides comportent certains points communs |17|. L’orientation du peptide
dans le site de liaison a été sujet a discussions lors des premiéres publications des struc-
tures 3D de peptide/MHC. En effet des études théoriques ont montré que les peptides
pourraient se lier dans les deux sens [54] mais actuellement une seule orientation a été
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La figure commence a la page précédente

FR-IMGT CDR1-IMGT
5 6

11 12 CDR2-IMGT

Figure 3.14: Implication des positions des domaines VH, V-LAMBDA et V-KAPPA dans la
liaisons a l'antigene. Les Colliers de Perles IMGT sont coloriés linéairement depuis I’absence de
contacts (blanc) au maximum de contacts rencontrés (bleu). Un nombre différent de structures
est utilisé pour les positions dans les CDR-IMGT et les FR-IMGT, et les échelles de couleurs ne
peuvent donc étre comparées entre elles. La Table 3.7 fournit le nombre de structures utilisées
ainsi que l'occurrence maximale rencontrée.

observée expérimentalement. [’extrémité N terminale du peptide étant proche de I'extré-
mité N terminal de I’hélice de G-ALPHAT pour les MHC-I et de I'hélice de G-ALPHA
pour les MHC-II. Le mode de liaison des peptides présente également des différences, ne
serait-ce que par la longueur du peptide présenté.

Peptide/MHC-I Les structures 3D des peptide/ MHC-I révélent que le peptide est
complétement enfoui dans le site de liaison. Les extrémités N et C du peptide sont pro-
fondément enfouies dans les poches du MHC, tandis que la partie centrale peut sortir du
site de liaison [4]. Ce mode de liaison implique que plus le peptide sera long et plus la
liaison sera faible, ce qui explique la limitation de la longueur du peptide. Les peptides
trouvés dans les structures 3D de complexes peptide/ MHC-I ont en majorité une taille de
9 acides aminés de longs. Certaines structures RX (tel Imhce [55]) présentent une liaison
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inhabituelle, avec la partie N-terminale du peptide quittant le site de liaison. La poche a
I'extrémité du site est alors occupée par le deuxiéme acide aminé du peptide.

Peptide/MHC-II Contrairement aux MHC-I, les deux extrémités du site de liaison
du MHC-II sont ouvertes, ce qui autorise le peptide a s’étendre au dela du site de liaison
[17|. La partie du peptide dans le site de liaison adopte une conformation polyproline-II-
like et la partie en dehors du site de liaison est relativement désordonnée. Les peptides
se liant au MHC-II sont donc en apparence plus long que ceux se liant au MHC-I, mais
seulement 9 résidus occupent réellement le site de liaison. La longueur des peptides en
complexe avec un MHC-II est de 6 a 18 acides aminés, lorsque la liaison peptidique des
construction MHC-II-ALPHA BETA-PEPTIDE n’est pas prise en compte. Des modes de
liaisons inhabituels sont parfois rencontrés lorsque le peptide ne remplit que partiellement
le site de liaison |56].

3.5.1 Flexibilité du peptide dans le groove

Les structures de peptide/MHC de IMGT/3Dstructure-DB (liste en annexe 159) ont
été superposées grace au programme ProFit en alignant toutes les positions des G-
DOMAINSs sauf les boucles AB (position 14 & 18) et les boucles CD (position 38 a 42).
La distance entre les positions équivalentes des peptides a été mesurée entre toutes les
paires de structures. La moyenne quadratique (RMSD) entre les positions du peptide a
été calculée (Figure 3.15) pour les peptides de MHC-I de longueur 8, 9 et 10, et pour les
9 positions des peptides situées dans le site de liaison du MHC-II. Toutes les structures
3D de peptide/MHC de IMGT /3Dstructure-DB ont été utilisées, sauf les structures 3D
1mhc, 2clr, 1s7s, 1s7t, 1duy et 1s7r qui se lient de maniére non usuelle au MHC au ni-
veau de leur partie N-terminale. 114 structures 3D de peptide/ MHC-I et 44 structures de
peptide/ MHC-II ont été superposées. Le RMSD moyen entre les carbones alpha des brins
des G-DOMAINSs est de 0,75A pour le MHC-I et 0,84A pour les MHC-II.

La variabilité conformationnelle des peptides se liant au MHC-I dépend de la longueur
du peptide. Le RMSD des atomes de la chaine principale de ces peptides de MHC est
pour la plupart des positions, inférieur a 2.1A, ce qui avait déja été noté [57]. Les peptides
de 8 résidus se liant au MHC-I ont une conformation de chaine principale trés similaire
(RMSD global de O.SA) et les peptides de 10 résidus se liant au MHC-I sont plus flexibles
(RMSD global de 2.5A), en particulier au niveau des positions 4 a 7. Les peptides de 9
résidus se liant au MHC-I ont un comportement intermédiaire (RMSD global de 1,84),
les postions 4 a 7 étant les plus flexibles. Dans le cas des peptides se liant au MHC-II, le
RMSD des atomes de la chaine principale est inférieur a 1,44, ce qui souligne le peu de
variabilité de la conformation de la chaine principale du peptide.

3.5.2 Interaction peptide/MHC

Les statistiques des interactions entre la chaine principale et les chaines latérales a
I'interface entre le peptide et le MHC révélent que les interactions entre les atomes des
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Figure 3.15: Moyenne quadratique des distances entre les carbones alpha (RMSD) de chaque
position du peptide pour les peptides de longueur 8, 9 et 10 se liant au MHC-I et pour les
peptides se liant au MHC-II. La distance entre les positions du peptides sont calculées aprés
superposition des G-DOMAINs pour toutes les structures 3D étudiées. Le RMSD calculé de
cette maniére est représenté par les rectangles et la distance maximale observée est représentée
par une barre. La RMSD moyen résultant de la superposition des G-DOMAINSs est représentée
par une ligne grise.

chaines latérales du MHC avec les atomes de la chaine principale et des chaines latérales
du peptides sont dominantes (Table 3.8). Adrian et al. 2002 [58] ont montré qu’a l'interface
entre le peptide et le MHC-I, avec une distance maximale de contact de 3A les interactions
entre les atomes des chaines latérales du MHC-I et les atomes de la chaine principale du
peptide sont prédominantes et que les distances de contact comprises entre 3,5 et 6A
sont principalement rencontrés pour les interactions entre les chaines latérales du MHC-I
et les chaines latérales du peptide. Les méme statistiques appliquées au MHC-II montre
que les interactions a l'interface entre le MHC et le peptide s’effectuent également entre
les atomes des chaines latérales du MHC et les atomes de la chaine principale et des
chaines latérales du peptide. Il faut noter la plus grande proportion, pour le MHC-II, des
interactions entre les chaines latérales du MHC et la chaine principale du peptide

Les Tables 3.9 et 3.10 présentent les statistiques des interactions intervenant a I'inter-
face entre le peptide et le MHC. Les liaisons hydrogéne conservées du MHC-I apparaissent
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entre les positions 77 et 84 du domaine G-ALPHAT1, et les positions 59 et 70 du domaine
G-ALPHAZ2, et les extrémités du peptide. L’étude de Bouvier et Wiley 1994 [59| souligne
I'importance des contacts des extrémités du peptide en analysant I'énergie de liaison pro-
venant des interactions des acides aminés des parties N et C terminales du peptide, ce
qui donne une explication du mode de liaison conservé du MHC-II. Néanmoins Achour
et al. 2002 [60] montrent que les résidus terminaux ne sont pas toujours requis pour une
fixation correcte.

Les liaisons hydrogéne conservées interviennent le long de tout le peptide se liant au
MHC-II, ce qui est en accord avec la conformation de la chaine principale trés conser-
vée. Les positions du MHC-II qui sont les partenaires de ces liaisons hydrogéne ne sont
par contre pas forcément conservés. Par exemple, aucune position de MHC-II ne pos-
séde de liaison hydrogéne strictement conservé avec la position 5 du peptide, et pourtant
cette position effectue toujours une liaison hydrogene a l'interface. L’outil d’analyse des
interactions conservés entre le peptide et le MHC permet de sélectionner un seuil de re-
présentativité de 40%, ce qui montre que les positions 67 et 70 du G-BETA établissent
des liaisons hydrogéne avec la position 5 du peptide dans 55% et 41% des structures 3D
de peptide/MHC-II. La position 9 du peptide dans les structures de peptide/ MHC-II se
comporte de facon similaire, elle établit au moins une liaison hydrogéne avec le MHC-II
dans la plupart des structures avec comme partenaires potentiels les positions 76 et 77 du

Table 3.8: Nombre moyen de contacts & I'interface entre peptide et MHC-I, et entre peptide et
MHC-II. Les moyennes sont issues des statistiques de contacts aux interfaces de IMGT /3Dstruc-
ture-DB.

MHC-I  MHC-II

Paires de positions en contacts o7 91
Positions du MHC impliquées 32 45
Paires d’atomes en contacts polaires 68 103
Paires d’atomes en liaison hydrogéne 12 16
Paires d’atomes en liaison hydrogéne par I’in- 4 3
termédiaire d’'une molécule d’eau

Paires d’atomes en contacts non polaires 514 692
Chaines principales du MHC et du peptide 6 63
Contacts entre chaines latérales du MHC/ 254 305
principale du peptide

Contacts entre chaine principale du MHC/ 29 93
chaines latérales du peptide

Contacts entre chaines latérales du MHC et 293 334

du peptide
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Table 3.9: Contacts conservés des positions des domaines G-ALPHA1 et G-ALPHA2 du MHC-1I
avec des peptides de 8, 9, 10, 11, 13 et 14 résidus. Les colonnes suivantes contiennent les positions
du peptide en contact dans plus de 80% des interfaces avec les résidus aux positions du MHC-I
de la seconde colonne. Les positions en gras signale une liaison hydrogéne entre deux positions
conservées dans plus de 80% des interfaces. Une croix dans la colonne H indique que le résidu a
cette position du MHC-T effectue une liaison hydrogéne dans plus de 80% des interfaces.

Peptide
G-DOMAIN MHC-I H 8 9 10 11 13 14
G-ALPHA1 5 1 1 1 1 1 1
7 12 12 12 12 123 12
9 5 3 234 23
29 1 1 1 1 1 1
63 12 12 12 12 1 2 12
66 1234 234 234 12342456710 234
70 34 5 3 34 5 23410 12
73 57 678 78956791011 10 11 12 91213
7 X678 89 9 10 10 11 11 12 13 1213 14
80 8 9 10 10 11 13 13 14
81 8 9 10 11 13 14
84 X 8 9 10 11 13 14
G-ALPHA2 7 ) 3 5 13 14
9 5 3 3 3 2 3 2 3
26 568 9 511 13 14
33 8 9 10 11 13 14
95 X 8 9 9 10 10 11 12 13 14
58 8 89 910 10 11 12 13 13 14
59 X 6 787 898 910 9 1011 11 12131112 1314
63 6 7 8 69 391011 511
66 6 6 4563 910 11 45 67
67 3 3 34569 3 35
70 X 123123 123 123 123 123
73 1 1 12 125 1
77 1 1 1 1 1 1
81 1 1 1 1 1 1
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Table 3.10: Contacts conservés du peptide avec le MHC-II dans plus de 80% des interfaces.
Les colonnes suivantes contiennent les positions du MHC-II en contact dans plus de 80% des
interfaces avec la position du peptide de la premiére colonne. Les positions en gras signale une
liaison hydrogeéne entre deux positions conservées dans plus de 80% des interfaces. Une croix dans
la colonne H indique que le résidu de cette position du peptide effectue une liaison hydrogéne
dans plus de 80% des interfaces.

Position du peptide H G-ALPHA G-BETA
1 X 26 34 4760 61 62 76 77 81
2 X 26 62 7T2A 7376 77
3 24 26 62 73
4 X 70 9227073
5 X 70

6 97073 74 7
7 X 7377 59 63
8 7377 58 59
9 X 77 80 84 55 59

G-ALPHA et les positions 5 et 55 du G-BETA.

3.5.3 Sites de contacts IMGT

Les molécules de MHC-I et de MHC-II possédent des poches de spécificité dans leur
site de liaison ou les chaines latérales des peptides peuvent s’ancrer [61|. La spécificité
d’un peptide & un MHC particulier est controlée par les propriétés physico-chimiques des
poches. Inversement 'alignement des séquences de peptides et les structures 3D de pMHC
révelent que l'ancrage de certaines positions du peptide est nécessaire a la liaison d'un
allele particulier de MHC. Néanmoins certaines exceptions ont été relevées [62] [63] [56]
et des travaux récents ont montrés qu'une énergie d’interaction forte entre peptide et
MHC-I n’était pas nécessaire pour déclencher une réponse immune [63|. Gulukota et al.
1997 |64] ont fait la remarque que les motifs de liaisons détectés sur les alignements de
peptide sont d’un usage trés limité. En effet certains peptides ne présentant pas ce motif
peuvent se lier et seulement 30% des peptides possédant le motif se lient effectivement.
Pour toutes ces raisons nous avons choisi de ne pas utiliser directement la notion de poche,
mais de considérer les de contacts des chaines latérales du peptide. La comparaison de
ces environnements de contacts pour des peptides de MHC-1 de longueur différente et des
peptides de MHC-II fait apparaitre des similitudes.

Les méthodes précédentes de définition des poches [65] utilisaient essentiellement des
données de polymorphisme et quelques données structurales (9 structures pour [65]). Notre
définition des environnements de contacts repose par contre entiérement sur une défini-
tion structurale (114 structures de peptide/ MHC-I et 44 structures de peptide/ MHC-II).
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Le protocole permettant la définition des sites de contacts est basé sur les analyses de
contacts de IMGT/3Dstructure-DB. Pour définir les sites de contacts de chaque position
du peptide, le schéma de score d’interaction suivant a été appliqué : 40 points pour les
liaisons hydrogene directe, 20 points pour les liaisons hydrogéne par 'intermédiaire d’une
molécule d’eau, 20 points pour les interactions polaires et 1 point pour les interactions
non polaires, ce qui correspond globalement aux rapports énergétiques moyens [29]. Pour
une structure de peptide/MHC, la position du peptide qui donne le meilleur score d’inter-
action avec chacune des positions IMGT du MHC est calculée. LLe cumule de ces sites de
contacts pour toutes les structures 3D peptide/ MHC est présenté dans la Table 3.12. Les
positions du MHC qui appartiennent a une position du peptide dans moins de 5 structures
ont été écartées. Aprés avoir identifié le premier résidu dans le site de liaison, le méme
protocole a été appliqué aux 9 résidus dans le site de liaison.

Table 3.11: Définition des sites de contacts de référence IMGT & partir des analyses de contacts
de IMGT/3Dstructure-DB. Les sites de contacts IMGT établissent une correspondance entre les
environements structuraux des chaines latérales des peptide de taille différente et présentés par
des MHC de classe différente. Ces correspondances ont été obtenues & partir des comparaisons
des sites de contacts IMGT de référence (Figure 3.16).

MHC-I MHC-I MHC-I MHC-II

Longueur du peptide 8 9 10 9

C2 2

C3 2 2 2 3

C4 3 3 3 4

Sites Ch 4 4 4 5)

de C6 5} D D 6
Contacts  C7 6
C8 6 7

C9 6 7 8 7

C10 7 8 9 8

C11 8 9 10 9

La Table 3.11 présente la correspondance entre les positions du peptide et les sites de
contacts pour les peptides de MHC-I et de MHC-II. Les différents sites de contacts sont
définis sur la Figure 3.16. La comparaison des positions impliquées pour les différentes lon-
gueurs de peptide de MHC-I et pour les peptides de MHC-II fait clairement apparaitre des
similitudes qui ont permis de définir les sites de contacts IMGT. Les sites de contacts sont
disponibles pour chaque complexe peptide/MHC d’une structure 3D donnée d'TMGT /3D-
structure-DB et peuvent étre comparés aux sites de contacts IMGT de référence (Figure
3.16).Cette comparaison permet de faire apparaitre les contacts atypiques.
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Table 3.12: Positions impliquées dans les sites de contacts de structures 3D pMHC (effectifs donné
dans la table). Les nombres entre parenthéses désignent le nombre de fois ou chaque position des
G-DOMAINs du MHC participe (nombre d’occurences) au site de contacts.

MHC-I (peptide de 8 résidus) |40 structures 3D]|

Peptide G-ALPHA1

C1 1 9G) T 33 58 5909 62200 6328
6619

C3 2 T26) 9(4) 22(1) 24(23) 45(25) 63(7) 66(6) 67 (3)
70¢13)

C4 3 671

Ch 4 621 6501) 66¢10) 692y 705

C6 5 T) 9z5) 22(25) 24(7) 66(1) 69(1) T0¢22) T3(2)
T4 (35

C9 6 732

C10 723y T328) T4y T6¢20) 7715 807

C11 T4y 775 8006 81(39) 84 (23)

oo ~

MHC-I (peptide de 9 résidus) [85 structures 3D]

Peptide G-ALPHA1
C1 1 5e) D965y 62(41) 63(40) 66(19)
C3 2 779 953) 22(6) 24(25) 25(7) 26(7) 34(s) 36¢2)
4570y H9(2) 6344y 66(35) 67 (58) 7T0(14)
C4 3 T2 900y 241y 450y 631y 700

Ch 4 623) 65016) 6622) 69y 704 731y
C6 H 99y 66¢2) 69¢2) 7T0(22) 7320) 7419y TT(2)

C8 6 T 95y 2204 243y 65¢2) 66¢7) 67(1) 691y
T0e6) 7201y T34y T4dae) 7T
C9 7 9y 11 70 74w

C10
C11

oo

7201y T320) 7662y TT(11) 80(24)
T0¢2) T4es) 770y 8041y 81 (s1) 84 (ss)

Ne)

G-ALPHA2
700y 7326) 775 813

9 700

97y 2414y 261y 63(14) 6624 67 a0) 70(38)
664
T8y 9esy 2426y 26017)

58a) 5918y 61 A 10) 63(26) 6610

584

B2y 6y Ty 2602 330 34¢0) DD
581y H9(22)

G-ALPHA2
700y 739 T4da) 7779 80s) 81 (7s)
9an 81

Taay 9oy 248y 26¢2) 6309 66017 67 (4s)
701y Tl

91y 241y 631y 66(8) 671y 7001y 73(1)
Taoy 9@ 24¢) 26 590y 61A@e) 63
661y 67¢21) 701

Ten 9w 246y 26:) 450y 591y 61A)
62) 6311) 64(1) 66(11) 67(3)

By Te 2401 266y 45) 58 Hwe)
61A 6 62(3) 63655 66(10) 67¢6)

580y 61A (1)

ey 63y T5) 2401y 26¢65) 272) 28(1) 33(s5)
3431) DH(s4) HY(an)
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MHC-I (peptide de 10 résidus) [12 structures 3D

Peptide G-ALPHA1
C1 1 5y D&y H9s) 62(s) 639y 66(1)
C3 2 T 9 220) 24 250) 2601 340y 364)
459) 63(3) 66¢4) 677y 701

C4 3 73 663

Ch 4 651) 66(3)

C6 5 91y 66¢1) 692y 70 73c6) T4d(6) TT(3)
C7 6 691y 702 73

C8 7 69 700 720 73@) 7T

C9 8

c10 9 720y T3 762 77 80

C11 10 T T8y 80 81(12) 8410

MHC-II |44 structures 3D|

Peptide G-ALPHA
C1 1 Sy T 26@n 33@s) 34u2 47@e 59a)
6026) 61(9) 6222
C2 2
C3 3 Tan TA@) 2439 26) 62015 633) 6628)
67 24) 699 707
C4 4 Tey TAw

Ch 5 66) 694) 70
C6 6 Ty 9asy 696y 7061y Tl 73en T4

e
C9 7
c10 8 T2 7307 68y TT7¢) 801
C11 9 T6@) 774y T8y 8032) 81 (32) 84(29)

7

G-ALPHA2
7300y 761y 7T7an 81an
9

a0y 241 671y 70012

730

T 265 D92y 63(1) 66¢2) 674y 691)
59y 61A ) 6201) 633 666 67(2)

T 9y 242) 4501) 59 63) 66(1) 67(2)
58s) 596y 61A(s) 637y 66¢3)

58

5y Ty 242y 26(7) 3312) 342) HH12) H9(2)

G-BETA
T7@s) 801 81as) 82¢s) 8407 85a2) 861

700y T2y T2A 39y T3(15) T636) TT(s)

8w 9wy 10@) 11ay 220 232 24¢)
26(1) 666y 678y 70@s) T2Aq) 739
74 10)

631 66014) 703

By 6y Twoy i) 242 2602y 270y 33()
67

2401y 2601 45@2) 59@s) 61Bu 633
667 6712 70

582y 61B(2)

Beey 260 270y 3302 34y H4day Hde)
582 H9a
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Figure 3.16: Sites de contacts de références IMGT, de C1 a C11, pour les peptides de 8 acides
aminés lié & un MHC-I, les peptides de 9 acides aminés lié¢ & un MHC-I, les peptides de 10 acides
aminés lié¢ & un MHC-I, et pour les peptides liés aux MHC-II. Les sites de contacts désignent pour
chaque position du MHC & l'interface, la position du peptide avec laquelle il effectue le contact
le plus énergétique. Ces figures ont été établies a partir du cumule des sites de contacts (Table
3.12). Pour les positions du MHC participant a plusieurs sites de contacts dans cette table, la
participation a un site de contact a été écartée quand son occurrence est inférieure a la moitié
de Poccurrence maximale (modifié d’apres Kaas et Lefranc 2005 [33], Publication 6).
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3.6 Interface des complexes TR /peptide/ MHC

Plusieurs études ont tenté de déterminer les régles globales gouvernant la formation
des complexes TR /peptide/ MHC [66] [67] [68]. Les principes généraux de I'interaction ont
été définis a partir des premiéres structures 3D, le TR s’oriente de facon diagonale par
rapport au peptide et sa position par rapport aux extrémités est variable |69]. Sachant
que la surface du MHC n’est pas plane, les deux points les plus élevés, situés entre les
deux hélices de chaque G-DOMAIN, contraignent stériquement ’approche du TR vers
le peptide [39] [70]. Les positions du TR et du MHC varient et jusqu’a présent aucun
principe permettant de prédire I'orientation précise du TR n’a pu étre découvert |[71]. En
effet chaque structure 3D de TR/peptide/MHC présente un mode de liaison du CDR3
différent. Les deux CDR3 forment une cavité qui est le site normal de liaison de 'antigéne
pour les V-PARTNER des IG. Mais ce site n’est pas forcément utilisé dans le cas des TR,
et la cavité peut rester inoccupée [70]|. Dans le complexe JM22/peptide/HLA-A [71], le
CDR3 du V-BETA se place dans une ouverture entre le peptide et le MHC, tandis que
dans le complexe 2C/peptide/H2-K1 [72]| le CDR3 du V-BETA posséde peu de contacts
avec le peptide. Généralement la partie centrale des peptides liées au MHC-I est accessible
au TR, mais dans la structure loga |71], le peptide expose principalement la chaine latérale
de la position P8 située en bout de peptide. Actuellement 35 structures 3D de complexe
TR /peptide/ MHC ont été déterminées expérimentalement. Elles ont toutes été utilisées
pour cette étude.

3.6.1 Orientation du TR

A M22
o LC13

O 122

& B7

Axe du [ 7 O A6
sillondu - - - ___________ '/, A D10
MHC ' 5 - HAL7
H KB5-C20
¢ BM3.3
@ 2C

Figure 3.17: Orientation des TR dans les structures RX par rapport au MHC. Les extrémités
des segments sont les projetés sur le plan du plancher des centres des deux V-DOMAINs de
chaque TR. Le rond noir au centre de chaque segment symbolise le centre du V-PARTNER. les
différents sigles délimitant les segments désignent les différents TR dont le nom est précisée dans
la légende.

L’angle formé entre le TR et le MHC a été calculé en définissant deux plans. Un plan
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correspondant au plancher du MHC, défini par deux vecteurs dont les extrémités sont
les carbones alpha des positions 27 et 21 de chaque G-DOMAIN. Un plan globalement
perpendiculaire aux feuillets des V-DOMAINs du TR, défini par deux vecteurs dont les
extrémités sont les carbones alpha des positions 47 et 104 de chaque V-DOMAIN. L’orien-
tation entre le TR et le MHC est mesuré par I'angle entre le premier vecteur du plan du
MHC et le projeté orthogonal du premier vecteur 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] Publication
5). La position du projeté orthogonal sur le plan du MHC du point a équidistance des
positions 104 des V-DOMAINSs est également calculé (Figure 3.17). Il avait été postulé
que les MHC-I et MHC-II utilisaient des zones angulaires de liaison différentes, mais la
structure loga |71| qui présente un MHC-I se liant avec un angle de 70 degrés situé dans
la zone des MHC-II démontre qu’il existe déja des exceptions a cette régle.

Table 3.13: Angles en degrés formés par le projeté de la droite passant par le centre des V-
DOMAIN du TR et celui de la droite passant par ’axe du sillon du MHC. ID désigne 'identifiant
du fichier de coordonnées.

MHC-I MHC-I MHC-II

ID Angle ID Angle ID Angle
lao7 41 1gbr 27 1d9k 65
1qrn 41 1jtr 27 1j8h 53
1gse 42 2ckb 29 1fyt 53
1qgsf 43 Imwa 27

1bd2 57 1fo0 42

11p9 75 Inam 42

loga 71 1kj2 34

1mid 45

3.6.2 Surface enfouie

La surface enfouie du TR et du pMHC est comparable (Table 3.14), ce qui s’explique
par la planéité de 'interface d’interaction. L’implication relative des V-DOMAINSs a 1'in-
terface est variable. Dans 1ao7 le V-ALPHA posséde une surface enfouie deux fois plus
importante que le V-BETA, par contre dans loga le V-BETA posséde une surface enfouie
deux fois plus importante que le V-ALPHA, et dans 1kj2 la surface enfouie des deux
domaines est pratiquement identique. La surface d’interaction entre le TR et le pMHC
est une des plus petites parmi les complexes dont la structure 3D est connue [73], ce qui
est en accord avec la faible affinité du complexe |74| (Kp compris entre 107* et 1075M).
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Figure 3.18: Positions du MHC en contact avec les 6 CDR-IMGT dans toutes les structures 3D
de complexes TR/peptide/ MHC connues.
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3.6.3 Positions en interactions

Les analyses de contacts de IMGT /3Dstructure-DB ont été utilisées pour explorer les
contacts par paires intervenant aux interfaces entre le TR et le MHC, et entre le TR
et le peptide. Certaines positions du MHC et du TR sont impliquées dans toutes les
structures connues de pMHC/TR mais le détail des paires de positions en interaction
n’est pas conservé. Toutes ces positions appartiennent aux hélices pour le MHC (Figure
3.18). Les positions du TR participant a l'interface font essentiellement partie des CDR
mais aussi a la boucle ED, qui est parfois appelé HV4 (HyperVariable 4 ) et aux positions
d’ancrages des boucles (positions 26, 66 et 67). Pour chaque structure RX, les paires
de positions en interactions montre que le CDR2 du V-ALPHA se place au niveau de
I’hélice du MHC-IT G-BETA ou du MHC-1 G-ALPHA2, et que le CDR2 du V-BETA se
place au niveau de 1’hélice du MHC-II G-ALPHA ou du MHC-1 G-ALPHA1. Comme il
a été vu précédemment lors de I'examen de la surface enfouie, la contribution relative
des deux V-DOMAINSs n’est pas constante. Par exemple, dans la structure du complexe

Table 3.14: Surfaces enfouies en A2 par les V-DOMAIN du TR et les G-DOMAIN du MHC, ainsi
que des récepteurs en entier. Elles ont été obtenues en effectuant la différence entre la surface
accessibe du domaine ou du récepteur isolément et dans le complexe complet TR /peptide/ MHC.
ID désigne I’identifiant du fichier de coordonnées.

MHC-I

1D TR V-ALPHA V-BETA MHC G-ALPHA1 G-ALPHA2
lao7 1202,0 781,3 120,7 1141,9 766.,3 375,6
lqm  1181,1 737,0 4441 1139,3 738,1 401,2
lgse 11858 742,2 443.6 1120,7 724,2 396.5
lqsf  1090,2 790,9 299.3 1041,4 796,3 245,1
1bd2  1049,6 685,1 3645 1054,3 717,6 336,7
loga  943.9 309,2 634,7 8703 287.5 582,8
1mi5 1319,0 7375 581,5 12398 726,0 513,8
1g6r  1032,3 535,4 496,9 1059,9 569,4 490,5
11p9  1254,2 674,2 580,0 1107,0 620,4 486,6
ljtr  1151,1 613,9 537.2 1110,7 600,3 510.,4
2ckb  1099,4 621,1 478,3 1162,0 653,2 508,8
Imwa 1151,1 613,9 537.2 1110,7 600,3 510,4
1fo0 7978 309,9 487.9 763,0 329,3 433,7
Inam 1014,3 541,2 473.1 945,2 500,6 444.6
1kj2  1065,3 552,7 512.6 1016,3 4895 526.8
MHC-II

1d9k 12201 723,8 4963 1154,7 659,2 495.5
1j8h  1259,6 608,1 651,5 1135,5 532,4 603,1
1yt 1270,5 597,7 672.8 1181.4 521,4 660.0
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Table 3.15: Nombre moyen de contacts entre le TR et le MHC. Les moyennes sont issues des
statistiques de contacts aux interfaces de IMGT/3Dstructure-DB.

TR/MHC
Paires de positions en contacts 43
V-ALPHA V-BETA
Positions du TR impliquées 13 11
G-ALPHA1/G-ALPHA G-ALPHA2/G-BETA
Positions du MHC impliquées 11 12
Paires d’atomes en contacts polaires 48
Paires d’atomes en liaison hydrogéne
Paires d’atomes en liaison hydrogéne par |'in- 2
termédiaire d’'une molécule d’eau
Paires d’atomes en contacts non polaires 275
TR/peptide
Paire de positions en contacts 20
V-ALPHA V-BETA
Positions du TR impliqués 6 6
V-ALPHA V-BETA
Positions du peptide impliqués 4 4
Paires d’atomes en contacts polaires 25
Paires d’atomes en liaison hydrogéne
Paires d’atomes en liaison hydrogéne par I'in- 2
termédiaire d’'une molécule d’eau
Paires d’atomes en contacts non polaires 131
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LC13/peptide/HLA-B (1m05), les deux V-DOMAINs ont une contribution quasiment
symétrique. Par contre, dans le cas du complexe JM22/peptide/HLA-A (loga), le V-
BETA accompli quasiment tous les contacts de l'interface.

Les interactions entre les chaines latérales sont prépondérantes et les interactions entre
les chaines latérales et la chaine principale sont également trés présentes. Le nombre moyen
de liaisons hydrogéne est pratiquement identique a 'interface TR /peptide et TR/MHC,
ce qui signifie que le TR est aussi spécifique du MHC que du peptide (Table 3.15).

Les principes des interactions TR /peptide/MHC sont loin d’avoir été compris. L’étude
des interactions entre le TR et le MHC avec les autres molécules de la synapse immunolo-
gique pourraient contribuer a éclaircir ce probléme. La compréhension du déclenchement
des cellules T fait le sujet de recherches actives |75|. La structure 3D 1j14 |76|, par exemple,
est la premiére structure présentant une interaction entre un MHC et un CD4, un coré-
cepteur qui augmente la sensibilité du complexe TR/pMHC. Le corécepteur NKG2D est
également trés étudié car il est impliqué dans la prolifération des tumeurs. Finalement
la transduction du signal du récepteur T n’est pas encore trés claire et la vision actuelle
est que la transduction est réalisée soit par un réarrangement conformationnel des C-
DOMAINs du TR [47], soit par un mouvement mécanique de la membrane [75].

3.7 Conclusion

Grace a la standardisation des données structurales introduite dans IMGT /3Dstruc-
ture-DB, les comparaisons de structure 3D de récepteurs d’antigénes a grande échelle
sont désormais possibles. J’ai ainsi pu réaliser des statistiques sur la représentativités des
différents génes, récepteurs et complexes dans IMGT /3Dstructure-DB. J’ai mis en place
des analyses des structures 3D des domaines V, C et G au niveau de leur topologie, de
leur composition en acides aminés, de 'arrangement des feuillets dans le domaine, des
variations de leur conformation et de leurs contacts internes. [.’arrangement des domaines
dans les récepteurs a également été le sujet d’analyses statistiques. Les interfaces entre les
antigénes et les récepteurs d’antigénes ont été observées par des analyses des conformations
(flexibilité du peptide dans le MHC, flexibilité des CDR des IG, orientation du TR sur le
MHC), des surfaces enfouies et des interactions.

J’ai mis en place un environnement informatique sous la forme de modules Perl fa-
cilitant (1) la sélection de structures 3D dans IMGT/3Dstructure-DB, (2) I'extraction
des coordonnées des atomes d’un récepteur, d'une chaine ou d’'un domaine et de I'anti-
géne associé, (3) les alignements de séquences entre domaines, (4) la superposition des
structures 3D, (5) la création de graphiques d’effectifs de population et (6) le stockage
des données statistiques a jour dans des tables de IMGT /3Dstructure-DB. La sélection
des structures 3D utilise des critéres de résolution, du nombre de positions sans coor-
données, et de positions clés sans coordonnées, ainsi que l'algorithme de regroupement
hclust, utilisant la méthode complete, de I’environnement statistique R. Les alignements
de séquences entre domaines utilisent la numérotation IMGT de chaque position du do-
maine dans IMGT/3Dstructure-DB. La superposition des domaines utilise le programme
ProFit auquel est fourni un alignement de séquences basé sur 1’alignement des domaines.
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Certaines positions, fournies en paramétres, peuvent étre exclues de la superposition struc-
turale. Le module de création des Colliers de Perles ainsi que les modules de gestion de
IMGT/3Dstructure-DB sont également accessibles depuis cet environnement. Tous ces
développements doivent également permettre une écriture simplifiée de nouveaux scripts
d’analyse.

J’ai réalisé¢ une interface Internet afin de rendre toutes ces données accessibles. Dans
I’avenir, il devrait étre possible de coupler directement cette interface Internet avec les
modules facilitant les analyses, ce qui permettra a un utilisateur de développer lui méme
une requéte spécifique. La mise a dispositions de ces données standardisées et automa-
tiquement mises a jour présente un intérét d’autant plus important que le nombre de
structures tridimensionelles est en augmentation rapide. Afin de maintenir une cohérence
sur la description des données structurales des récepteurs d’antigénes, la base de données
IMGT/3Dstructure-DB et ses analyses statistiques associées apparaissent donc comme
indispensables car elles fournissent un socle commun. Elles peuvent servir aussi bien au
cristallographe désireux de comparer les propriétées d'une nouvelle structure de récep-
teur d’antigéne qu’a un bioinformaticien cherchant a modéliser la structure des complexes
impliquant un récepteur d’antigéne.

Les données statistiques constituent une source d’information importante pour la
construction et I’évaluation de modeles structuraux.
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Chapitre 4

Modélisation peptide/ MHC et
TR /peptide/ MHC.

Les chercheurs en immunologie travaillant sur une pathologie spécifique doivent s’inté-
resser a un grand nombre de peptides, de MHC et de TR. Pour les maladies auto-immunes,
Iidentification des peptides antigéniques est difficile car des classes entiéres de protéines
sont potentiellement impliquées. De méme, de vastes répertoires de cellules T peuvent
reconnaitre un peptide/MHC donné, si bien que seuls des cas de répertoires restreints
sont analysables [77]. Le nombre important de TR et de peptides a étudier rend "analyse
expérimentale systématique de leurs interactions impossible. Nous avons tenté de fournir
une solution a ce probléme par une approche entiérement structurale reposant sur la mo-
délisation rapide des structures 3D des complexes peptide/MHC et TR /peptide/MHC.
Pour cela nous avons prévu un protocole de modélisation (Figure 4.1) qui sélectionne
des structures 3D de TR et/ou de MHC dans IMGT/3Dstructure-DB. Ces structures
servent ensuite de références pour la construction de modeéles de peptide/MHC-I ou de
peptide/ MHC-II, et également a la construction de modéles de TR avant de constituer un
complexe TR /peptide/MHC. Nos efforts se sont concentrés dans un premier temps sur
le développement de techniques rapides de génération de conformations grace a un algo-
rithme de construction des chaines latérales, SCHISMo, et un algorithme de construction
de boucles, LLIPA. Comme le montre la Figure 4.1, I’évaluation des modéles n’a pas encore
été développée mais quelques essais de classification des modeéles de peptide/ MHC-IT utili-
sant I'identification des interactions entre atomes de SCHISMo sont présentés. L’étape de
docking de la structure du TR sur celle du peptide/ MHC utilisera les représentations sim-
plifiées hiérarchiques de chaines latérales de SCHISMo, afin de limiter le nombre de centres
d’interactions et aussi pour prendre en compte la flexibilité des chaines latérales (soft do-
cking |78]). La flexibilité des boucles pourra également étre considérée par une approche
multicopie |79] grace a 'ensemble de boucles générés par LLIPA lors de la modélisation du
TR isolé. Les méthodes prédictives existantes de liaison peptide/ MHC vont étre d’abord
présentées, suivis de la modélisation des structures 3D de peptide/MHC-IT par I'algo-
rithme SCHISMo et de la méthode de prédiction des structures 3D de peptide/ MHC-I et
des CDR de TR par I'algorithme LLIPA. Pour ces deux derniéres parties, une bibliogra-
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phie sera développée conjointement a la description de SCHISMo et LLIPA, suivie par
quelques résultats de validation.

A terme ces outils de modélisation devront pouvoir étre disponibles sur le serveur de
IMGT /3Dstructure-DB, constituant ainsi une approche assez compléte des structures 3D
de récepteurs d’antigénes, comprenant une base de données, des analyses statistiques et
des outils de modélisation.

Entrée: Séquences MHC, peptide, TR

|

Sélection de structures 3D de MHC
et TR dans IMGT/3Dstructure-DB

| |

TR peptide/MHC-I peptide/MHC-1I
Algorithme de construction
de boucles
Algorithme de construction Algorithme de construction
de boucles des chaines latérales
Evaluation de I'énergie | Evaluation de I'énergie d'interaction peptide/MHC |
des boucles

|

Docking du TR et du MHC

Reconstruction des boucles
du TR

| Evaluation de I'énergie d'interaction TR/pMHC |

Figure 4.1: Protocole de modélisation prévu pour les structures 3D de peptide/MHC-I,
peptide/MHC-II et TR /peptide/MHC. L’algorithme de modélisation des boucles LLIPA est en
bleu. L’algorithme de modélisation des chaines latérales SCHISMo est en vert. Ce dernier est
également utilisé dans la modélisation de LLIPA et pourra étre employé dans le docking du TR
et du peptide/MHC. Les étapes en noir ne sont pas encore achevées ou développées.
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4.1 Prédiction de la liaison peptide/MHC — Bibliogra-
phie

Plusieurs serveurs utilisant des algorithmes trés différents ont été mis au point pour
prédire 'interaction des peptides avec les MHC-I et les MHC-II. Les techniques de prédic-
tion peuvent étre classées en 3 grands groupes : les techniques basées sur des alignements
de séquences de peptides, celles basées sur I'alignement d’une séquence de peptide sur une
structure pMHC (threading) et enfin celles s’appuyant sur la construction de la structure
3D du complexe peptide/MHC. Les méthodes de prédiction permettent d’obtenir diffé-
rents niveaux de détail : (1) prédiction binaire (liaison ou non au MHC), (2) prédiction
de groupes discrets d’affinité et (3) prédiction de I’énergie libre d’interaction.

4.1.1 Alignements de séquences de peptides
Positions d’ancrage

Des bases de données spécialisées (SYFPEITHI [80] [81], JenPep [82], MHCPEP [83])
présentent les séquences de peptides connus pour se lier a des alléles de MHC. Ces serveurs
proposent des profils de séquences identifiant les acides aminés ou groupes d’acides aminés
conservés a chaque position du peptide. Les positions conservées du peptide sont appelées
positions d’ancrage. L'utilisation de ces positions d’ancrages est la méthode la plus simple
et la plus directe de prédiction binaire de la liaison des peptides & un alléle de MHC
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donné. Gulukota et al. 1997 [64] font la remarque que I'utilisation des motifs de séquence
de peptide est trés limitante puisque certains peptides ne présentant pas le motif identifié
peuvent néanmoins se lier et déclencher la réponse immune, et inversement que seulement
environ 30% des peptides possédant le motif de liaison se lient effectivement.

Matrice d’évaluation dépendant de la position

PSSM Une quantification plus fine de la liaison est obtenue par des matrices d’évalua-
tion de la concordance entre un type d’acide aminé et une position du peptide (PSSM,
Position Specific Scoring Matriz). Plusieurs méthodes de dérivation des PSSM existent.
La plus simple évalue le rapport des fréquences d’un type d’acide aminé & une position
donnée dans un groupe de peptides connus pour se lier et dans un groupe de peptide
connus pour ne pas se lier [84]|. Ce rapport constitue une mesure de la concordance entre
un type d’acide aminé et une position du peptide, et la somme de cette mesure sur 1’en-
semble du peptide permet d’évaluer son affinité. Parmi les serveurs utilisant une PSSM,

on peut citer RANKPEP [85] qui dérive ses matrices d’évaluation grace aux programmes
PROFILEWEIGHT [86] ou BLK2PSSM (dans la suite de programmes BLIMPS |87]).

Matrices quantitatives Plusieurs groupes se sont intéressés a I'optimisation de PSSM
par rapport a des valeurs expérimentales (la matrice est alors appelée matrice quantita-
tive). Gulukota et al. 1997 [64] utilisent une méthode simple de dérivation de PSSM pour
des peptides se liant au HLA-A2. Le score attribué a un acide aminé occupant une position
est la moyenne des logarithmes des ICsy des peptides qui possédent le méme acide aminé
a la méme position. Parker et al. 1994 [88] dérivent des PSSM, employés dans le serveur
ProPred [89], par minimisation linéaire par rapport au temps de demi-vie d’association.
Etant donné le grand nombre de facteurs (acides aminés, positions) et du faible nombre
de données expérimentales, cette méthode produit des matrices trés différentes suivant
le jeu d’alignements employé |90|. La méthode PLS (Partial Least Square) effectue une
régression sur une matrice réduite (matrice des vecteurs propres) et est beaucoup plus
robuste dans les cas ou les variables sont plus nombreuses que les données. Elle a été
employée par Doytchinova et Flower 2003 [90] sur des alignements de peptides de MHC-II
HLA-DRB1*0401 de JenPep [82] en corrélation avec les ICs. Le serveur MHCPred [91]
prédit quantitativement la liaison d’un peptide en se basant sur des matrices dérivées
par PLS. Une autre méthode permettant de gérer le grand nombre de paramétres est
'analyse discriminante itérative (SDA, Stepwise Discriminant Analysis) qui sélectionne
les variables les plus informatives. Cette technique a été employée par Mallios 2001 [92]
sur des peptides se liant 8 HLA-DRI1 extraits de MHCPEP [83]. L’approche de Udaka et
al. 2000 [93] est beaucoup plus expérimentale et consiste a effectuer expérimentalement
un scan positionnel en utilisant une librairie combinatoire synthétique. L’affinité (Kp)
de chaque peptide complexé avec un MHC H2-Kb, H2-Db et H2-Ld a ainsi été mesurée.
En supposant I'indépendance de liaison de chaque position, la contribution a 'affinité
de chaque type d’acide aminé a une position donnée peut étre déterminée. La matrice
quantitative ainsi obtenue fournit des scores globalement corrélés avec 'affinité expéri-
mentale. Pourtant certains complexes présentent une dérive assez importante a cause de
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la dépendance de liaison entre certaines positions quand elles sont occupées par certains
acides aminés.

Classification non supervisée Les méthodes de classification non supervisées per-
mettent également de traiter les cas ou il existe un grand nombre de variables mais peu
de données. Les différentes approches existantes comprennent les modeéles de Markov ca-
chés HMM (Predict [94]), les réseaux de neurones ANN [64] [95] et les machines a vecteurs
de supports SVM (SVMHC [96]).

Combinaison de techniques Le recours a plusieurs techniques permet en général
d’atteindre une meilleure sélectivité. Gulukota et al. 1997 |64] et Altuvia et al. 1995 |97|
combinent deux approches, les réseaux de neurones et l'utilisation de matrices quanti-
tatives. NhlaPred (http ://www.imtech.res.in/raghava/nhlapred/) utilise également une
combinaison de PSSM (ComPred) et de réseaux de neurones (ANNPred). Les peptides
sont identifiés comme se liant fortement, modérément, faiblement ou ne se liant pas.

Toutes ces méthodes basées sur les alignements de séquences de peptides sont spécifiques
d’alignements obtenus pour chaque allele de MHC, ce qui restreint leur utilité aux alléles
les plus étudiés expérimentalement. L’établissement de corrélations entre la nature des
acides aminés du peptide et les positions polymorphiques du MHC [98] permet d’avoir une
approche plus générale. Le manque de données expérimentales et surtout la supposition de
I'indépendance de liaison de chaque position du peptide restent toujours problématique.

4.1.2 Threading

La technique du threading consiste a placer dans la structure 3D d’une protéine les
acides aminés d’une séquence d’'une autre protéine aux positions jugées équivalentes. C’est
une technique tres rapide car la structure 3D n’est pas reconstruite, seules les informations
de proximité issues de la structure 3D sont employées pour évaluer la conformité entre la
structure et la séquence. Une matrice de substitution dépendant de la position (PSSM)
dans la structure 3D est ainsi calculée.

Altuvia et al. 1995 97| utilisent le potentiel Miyazawa et Jernigan (MJ) [99] [100]
qui attribue une valeur fixe aux contacts entre deux types d’acides aminés (le centre
des chaines latérales et une distance maximale de contact de 6,5A). Betancourt et Thi-
rumalai 1999 [101]| dérivent un potentiel basé sur celui de MJ mais qui prend mieux en
compte les interactions hydrophiles, ce qui leur permet d’avoir une meilleur sélectivité [102]
(serveur PREDEP http ://margalit.huji.ac.il/). MHC-Thread (Brooks 1999 University of
Aberdeen, http ://www.csd.abdn.ac.uk/ " gjlk/MHC-Thread/) est un serveur utilisant le
threading sur des HLA-DRB1, mais, la méthode n’ayant pas été publiée, les critéres de
sélection restent inconnus. Les inconvénients majeurs de la technique du threading est de
ne pas considérer la flexibilité des molécules ainsi que les variations des contacts causées
par la mutation entre acides aminés de taille différente. Ainsi le threading employé sur
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une structure de MHC-I est approximatif sur les positions centrales du peptide [97| car le
peptide y présente sa plus grande variabilité structurale (voir 3.5.1).

4.1.3 Construction de la structure 3D du complexe peptide/ MHC

Les méthodes de construction explicite des coordonnées des atomes du peptide se
divisent en deux catégories, celles qui construisent les chaines latérales du peptide tout en
prenant les coordonnées de la chaine principale dans une structure expérimentale, et les
méthodes qui reconstruisent complétement ’ensemble des atomes en ne se servant que de
la position approximative des résidus extrémes (similaire a la construction d’une boucle).
Aprés construction du modeéle, I'énergie d’interaction est évaluée par différentes méthodes
afin de pouvoir classer les peptides.

Construction des chaines latérales La constructions des chaines latérales peut s’ef-
fectuer par optimisation soit dans I’espace continu des angles diédres [103], ce qui s’avére
treés long, soit en utilisant des conformeéres, des conformations discrétes des chaines la-
térales. Plusieures approches ont été réalisées en employant des programmes généraux
de construction des chaines latérales. Ogata et al. 2002 [104] fait appel au programme
DESIGNER [105] qui utilise la bibliothéque de rotaméres de Bower et al. 1997 [106] pour
modéliser des peptides dans HLA-A2. Kangueane et al. 2000 [107] et Lee et McConnell
1995 [108] modélisent des peptides dans le MHC-I et le MHC-IT grace au programme
CARA de la suite LOOK (Molecular application group, Palo alto, CA) qui implémente
une optimisation d’ensemble cohérente (SCEO [109] qui est un recuit simulé! de plusieures
conformations simultanément). Certains groupes ont dérivé des banques de rotaméres spé-
cifiques des MHC-I [110] [57| et ils observent une amélioration de leurs prédictions.

Diverses fonctions évaluant I’énergie d’interaction entre le peptide et le MHC, utilisant
des combinaisons entre des termes de solvatation, électrostatique et de mécanique molécu-
laire, ont été employées. Vasmatzis et al. 1996 [103| ont recours a un terme de solvatation
[111] et a un potentiel électrostatique de Coulomb. Rognan et al. 2000 [110] utilisent la
fonction de mécanique moléculaire de CHARMM [112] et un terme de solvatation dé-
pendant de la surface accessible. Schueler-Furman et al. 1998 [57] utilisent les termes de
van der Waals et électrostatiques du champ de force OPLS [113]|. Kangueane et al. 2000
[107| n’utilisent pas de fonction d’énergie de mécanique moléculaire mais comptabilisent
le nombre de chocs stériques rencontrés et le nombre de résidus hydrophobes exposés.

Construction de tout le peptide Les méthodes construisant entiérement les peptides
utilisent diverses méthodes de placement des résidus terminaux. Tong et al. 2004 |114]
ont recours au placement par mouvement brownien et Rosenfeld et al. 1993 [115] au
docking par copies multiples. Desmet et al. 1997 [116] construisent le peptide entre les

'Le recuit simulé est une méthode de recherche conformationnelle consistant & ‘chauffer’ virtuellement
les molécules afin de leur donner suffisamment d’énergie pour franchir des barriéres énergétiques, puis a
refroidir le systéme. Le mot ’recuit’ provient de la technique de sidérurgie consistant a chauffer du métal
a blanc puis a le refroidir lentement afin de le rendre plus solide.
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résidus d’ancrages par croissance de fragments et les chaines latérales par 1’algorithme
Dead End Elimination |95]. Sezerman et al. 1993 [117] utilisent le programme de fermeture
de boucle CONGEN [118] et Tong et al. 2004 [114] utilisent I’algorithme implémenté dans
MODELLER [119].

Lorsque plusieurs modéles ont été construits, leur classement a été réalisé soit par
regroupement des conformations et en considérant la population dans chaque groupe
[114], soit en calculant I’énergie d’interaction de type mécanique moléculaire, par exemple
avec CHARMM [112] (utilisé par Desmet et al. 1997 [116]) ou avec ICM [120] (utilisé
par Tong et al. 2004 |114]). Un potentiel d’énergie empirique spécifique des interactions
peptides-MHC (Fresno) utilisant 5 termes — liaison hydrogéne, contacts lipophile, rota-
tionnel, enfouissement des atomes polaires et désolvatation — a été dérivé [121] et semble
correctement corrélé avec 1’énergie libre expérimentale. Cette fonction d’énergie permet
une meilleure classification des peptides que les fonctions d’énergie plus générale (Chem-
score, Dock, FlexX, Gold, Pmf et Score) [122].

4.2 Modélisation des peptide/MHC-II - Prédiction de
chaines latérales par la méthode SCHISMo

L’analyse de la conformation du peptide dans le site de liaison du MHC-II a montré que
la conformation de la chaine principale du peptide était trés conservée (section 3.5.1 page
70). La modélisation de la structure 3D du peptide dans le MHC-II consiste donc a prédire
I’arrangement des chaines latérales du peptide et du MHC-II. Nous avons développé la
technique SCHISMo (Side Chain prediction using a Hlerarchy of Simplified Models) de
modélisation rapide des chaines latérales qui s’applique a I’obtention d’un grand nombre
de structures de peptides dans un MHC-II. Cette technique, de part sa rapidité, peut
également étre intégrée dans d’autres algorithmes de modélisation (docking, construction
de boucles), afin de simuler la flexibilité des chaines latérales.

SCHISMo emploie une combinaison de représentations simplifiées des protéines [123]
[124]. Les angles de valence et la taille des liaisons covalentes sont maintenus a leurs valeurs
idéales. Des groupes d’atomes sont représentés par un seul centre d’interaction. L’espace
des angles diédres est parcouru de facon discréte mais sans se limiter aux rotameéres. La
prédiction de la conformation des chaines latérales d’une protéine est un probléme d’op-
timisation particuliérement difficile. Depuis plus de 20 ans, de nombreuses méthodes ont
été appliquées a ce probléme. Les techniques employées peuvent étre classées en 3 grands
thémes, les approximations de 'espace des conformations, ’évaluation des conformations
et la stratégie de recherche. Pour chacun de ces points, une bibliographie succincte des
méthodes existantes est présentée, suivie de 'approche qui a été développée ou choisie.
Le nombre de techniques développées par la communauté scientifique est trés important
mais peu ont abouti & un programme librement accessible et facile d’utilisation. Parmi
ceux-ci on peut cité SCAP (http ://honiglab.cmpc.columbia.edu, [125]), SMD [126] et
SCWRL [106] [127] qui est de loin le plus utilisé en raison de sa facilité d’utilisation et de
sa rapidité.
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4.2.1 Approximation de I’espace conformationnel des chaines la-
térales

Bibliographie

La détermination de I'ensemble des conformations des chaines latérales d’une protéine
classique dans l'espace continu des conformations est encore au delad de la puissance de
calcul actuellement accessible. Les techniques d’exploration dans l’espace continu per-
mettent de déterminer des changements de conformations locales causées par des muta-
tions de chaines latérales [128|. L’observation des conformations des chaines latérales dans
les structures RX a montré I’existence d’un nombre limité de formes canoniques, appelées
rotaméres |129|, correspondant aux conformations de basse énergie. Une approximation
couramment employée est de ne considérer que les rotameéres de chaque chaine latérale, ce
qui simplifie énormément la recherche conformationnelle [129] [126] [130] [106] [131] [125].
Pourtant de 5 a 30% des conformations de chaines latérales suivant le type de l'acide
aminé observé dans les cristaux de bonne résolution ne se conforment pas aux structures
rotamériques canoniques en raison de contraintes structurales locales [132]. Ces conforma-
tions hors rotameéres canoniques sont particuliérement importantes quand il s’agit d’éta-
blir une corrélation entre les énergies de packing et la stabilité [133] [109]. Mendes et al.
1999 [134] ont développé un modéle de rotameéres flexibles avec un ensemble continu de
conformations qui se regroupent autour des rotameéres 'classiques’. Certaines méthodes
hybrides permettent le passage des conforméres, utilisés pour la recherche initiale, & une
optimisation des conformations dans I'espace continu [135]. Une approximation couram-
ment employée pour simuler le packing des chaines latérales est que la chaine principale
doit rester fixe. 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 rotameéres des
chaines latérales environnantes mais que la chaine principale subit un déplacement. Pour
en tenir compte des approches utilisant des conformations alternatives de la chaine princi-
pale ont été implémentées |137] |138] [139]. Par exemple, Zheng et al. 1994 [139| utilisent
un échantillonnage local amélioré (locally enhanced sampling ou LES) et les procédures
multicopies.

Approche SCHISMo

Afin de concilier au mieux rapidité de la modélisation et précision des modéles, nous
avons choisi de développer une nouvelle méthode utilisant une représentation de plus en
plus précise des chaines latérales protéiques au fur et & mesure que I'algorithme s’approche
des modeéles optimaux. L’utilisation d'une représentation simplifiée pour la prédiction de
la conformation des chaines latérales a déja été décrite [140] mais celle-ci s’appuyait sur
un seul pseudo atome pour chaque chaine latérale. De méme l'affinement de modéles
moléculaires grace a des représentations de plus en plus précises a déja été décrite par
d’autres auteurs mais jamais de facon hiérarchique. Trois représentations sont implémen-
tées dans SCHISMo : l'utilisation de pseudo atomes pour les chaines latérales [99] (effet
stérique), utilisation de plusieurs centres d’interactions pour les chaines latérales longues
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ainsi que pour les centres d’interactions chargés [141] [142] (flexibilité de chaine latérale
et interactions polaires), et finalement la représentation de tous les atomes lourds.

Reéduction de ’espace d’exploration Nous nous sommes intéressés a la réduction de
I'espace d’exploration des angles diédres. Pour cela nous avons observé la répartition des
atomes en positions delta, epsilon et zéta autour du carbone béta. La Figure 4.2 présente
cette répartition pour un parcours avec un pas constant des angles diédres. L’atome en
position zéta parcourt presque entiérement le volume d’une sphére et I’atome en position
epsilon parcourt une portion de boule évidée. L.’atome en position delta parcourt une
portion de sphére. Parmi ces trois distributions nous avons choisi d’utiliser celle des atomes
en position delta qui semble plus facile & décrire. La distribution des atomes en position
delta montre que l'utilisation d’une exploration a pas constant des angles diédres cause
une répartition inégale des coordonnées explorées. Une exploration plus efficace de 'espace
est possible en placant d’abord les atomes en position delta uniformément sur leur sphére
avant de considérer la position des atomes gamma.

La généralisation de la prise en compte de deux angles diédres simultanément est
la suivante. Soient 3 segments de droites consécutifs. Les 4 sommets sont notés A, B,
C et D (Figure 4.3). Les longueurs des segments et les angles directes entre segments
consécutifs sont constants. Seuls les deux angles diédres, dont les axes sont les segments
AB et BC, sont variables. Si les coordonnées de A et B sont fixes dans I'espace, les positions
occupées par le point C décrivent un cercle dans 'espace (grace au premier angle diédre).
Les positions du point D décrivent une portion de sphére centrée sur le point B. En effet
la distance BD est constante car les distances BC et DC sont constantes et car ’angle
de valence BCD est constant. Une bibliothéque de conforméres peut étre construite en
utilisant cette propriété pour positionner les points D avant de calculer les positions des
points C. A chaque point D peut correspondre deux points C et C’ (sauf pour les points
D situé sur le bord de la portion de sphére qui ne correspondent qu’a un seul point C).
Les positions des points C et C’ se déduisent aisément par un calcul simple des positions
des points D (voir Figure 4.3).

Représentation a deux centres Pour la représentation des chaines latérales avec deux
centres au maximum, le premier centre est le carbone béta et le deuxiéme est un pseudo
atome représentant la moyenne des autres atomes (Figure 4.4). Trois groupes d’acides
aminés ont été constitués. Le groupe B : les chaines latérales comportant uniquement un
carbone béta (alanine) ou un pseudo atome béta (valine, cystéine, sérine, thréonine). Le
groupe G : les chaines latérales comportant un pseudo atome gamma (leucine, isoleucine,
phénylalanine, tyrosine, acide aspartique, asparagine, histidine). Le pseudo atome décrit
un cercle dont le centre passe par la droite définie par le carbone alpha et le carbone
béta. Le groupe D : les chaines latérales comportant un pseudo atome delta (méthionine,
acide glutamique, glutamine, arginine, lysine, tryptophane). Le pseudo atome décrit une
portion de sphére centrée sur la carbone béta. Les positions de cet atome sont réparties
équitablement sur une sphére comme décrit précédemment. La proline est représentée par
un pseudo carbone béta.
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Atome en position delta Atome en position epsilon

Atome en position zéta

Figure 4.2: Exploration & pas constants de la position des atomes en position delta, epsilon et
zéta autour de l'atome en position béta de la lysine. La premiére figure présente également la
position des atomes gamma (en bleu foncé). Le premier angle diédre, qui positionne l'atome
gamma, ne parcours que quelques degrés afin de pouvoir observer une coupe de la répartition.
L’azote de la chaine principale est en vert et le carbone béta est en rouge.

Placement de C et C' pour
A, B et D connus

dl = bC = cste

d3 se mesure

X d2 = \lCDz-dDz
h
C a3 y - d1°+d3® - d2°

a2 2-d3
3 h=\d1% x2

Figure 4.3: Détermination des coordonnées de 'atome C dans une chaine A-B-C-D possédant

des longueurs de liaison et des angles de valence de valeur constante. Deux solutions, notées C
et C’, sont possibles. Les points b, C, C’ et d sont coplanaires.
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Arginine Glutamine Glutamate

Figure 4.4: Représentation a deux centres pour les acides aminés du groupe D et G (voir texte).
Les 5 acides aminés du dessus appartiennent au groupe D et les 6 acides aminés du bas appar-
tiennent au groupe G. Les atomes en blanc représentent le carbone béta (au centre), l'azote (a
gauche) et le carbone de la chaine principale lié a 'oxygéne (vers le bas). Les positions des pseudo
atomes sont colorées suivant leur représentativité dans les structures RX, du bleu (jamais ob-
servé) au rouge (le plus observe). Afin d’observer la répartition dans I’'espace des représentations
a deux centres, la représentation correspondant au tryptophane est présentée sous deux angles
de vue différents.
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Dans la représentation a deux centres, de méme que dans les représentations a plusieurs
centres et de tous les atomes lourds, les conformations induisant un choc stérique avec
les atomes de la chaine principale ou avec les autres atomes de la chaine latérale sont
éliminées.

Représentation a plusieurs centres La représentation avec plusieurs centres utilise
le carbone béta et les pseudo atomes ou atomes représentant des groupes chargés ou
stériquement importants. Les conforméres générés pour la représentation a deux centres
servent de base au développement des représentations & plusieurs centres. Par rapport
a la représentation précédente, des pseudo béta sont développés en pseudo gamma, des
pseudo gamma sont développés en pseudo delta et des pseudo delta sont développés en
pseudo éta. Les différences avec la représentation a deux centres sont les suivantes.

Au sein du groupe B, la sérine est représentée par son carbone béta et les oxygénes
gamma, qui se placent sur un cercle (pseudo gamma).

Au sein du groupe G, le centre du cycle benzénique et I'oxygéne en position éta de la
tyrosine sont représentés par un pseudo gamma. [’acide aspartique et 1’asparagine sont
représentés par les deux atomes en position delta (deux oxygénes, et un oxygéne et un
azote respectivement) qui décrivent une portion de sphére. L’histidine est représentée par
son azote en position delta et son azote en position epsilon, qui décrivent tous deux une
portion de sphére.

Au sein du groupe D, 'acide glutamique et la glutamine sont décrits par le carbone
béta et leurs deux atomes chargés en epsilon. Les coordonnées dans I’espace de ces atomes
chargés sont calculées comme appartenant a des cercles dont le centre appartient a la
droite passant par les carbones gamma et delta (qui décrit une portion de sphére). La
lysine est représentée par 1’azote zéta, qui décrit une portion de sphére autour du carbone
delta, qui décrit lui aussi une portion de sphére autour du carbone béta. Le groupement
guanidinium de I'arginine est représenté de facon similaire par un pseudo atome zéta.

Représentation tous atomes Pour la représentation avec tous les atomes lourds, la
plupart des atomes peuvent étre déduits de la position des atomes dans la représentation
a plusieurs centres. Le positionnement de certains atomes nécessitent néanmoins une ex-
ploration, comme les atomes des cycles benzéniques de la phénylalanine et de la tyrosine,
et les atomes du groupement guanidinium de I’arginine.

Organisation hiérarchique des représentations Les différentes représentations sont
construites de maniére hiérarchique, c’est-a-dire qu’une conformation de la représentation
a deux centres engendre des représentations a plusieurs centres qui engendrent des repré-
sentations avec tous les atomes lourds. Toutes les conformations sont ainsi pré-calculées
et stockées sous la forme d’un arbre a plusieurs dimensions.

Au sein d’'une méme représentation les coordonnées des atomes des conformations sont
stockées dans différents niveaux de I’arbre qui correspondent aux niveaux de construction
des chaines latérales. Les feuilles correspondent aux atomes ou pseudo atomes les plus
éloignés du carbone alpha en suivant ’enchainement des liaisons covalentes.
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Le passage entre les différentes représentations s’effectue entre les feuilles de 1’arbre
de représentation moins complexe et un des niveaux de l'arbre de représentation plus
complexe.

Les différentes conformations, a chaque niveau de représentation ont été classées sui-
vant leur représentativité dans 48 structures RX de peptide/MHC ayant une résolution
inférieur a 2A (liste en annexe 167). Rognan et al. 2000 [110] notent que 1'utilisation
de structures RX du MHC pour la construction des bibliothéques de rotameéres permet
d’obtenir des résultats bien meilleurs que l'utilisation de bibliothéques de rotameéres géné-
ralistes. La réduction du nombre de structures RX peut étre vue comme un inconvénient
car elle limite 'exploration des conformeéres rares. Cependant la bibliothéque construite
fait appel & une représentation simplifiée qui doit permettre de regrouper les conformeéres
structurellement proches, et d’autre part elle ne se limite pas aux conforméres rencon-
trés dans les structures RX. Ces conformations non observées dans les structures RX
sont par contre classées aléatoirement. Une solution serait de classer ces conformations
a l'aide d’une énergie calculée au moyen d’un potentiel, ce qui n’a pas été tenté. Un en-
combrement stérique important peut étre la cause du rejet des conformations observées
expérimentalement et le nombre de conformations pouvant convenir est alors trés réduit.
En effet les contraintes stériques jouent alors le role d’un filtre de sélection qui devrait
étre suffisamment efficace pour permettre la sélection d’un petit nombre de conformations
proches parmi celles qui sont classées aléatoirement. Chaque atome ou pseudo atome de
la bibliothéque posséde un rayon dérivé des paramétres de mécanique moléculaire de AM-
BER [143] et deux propriétés qualitatives : (1) chargé ou non, (2) accepteur ou donneur
de liaisons hydrogéne ou les deux. Ces parameétres sont utilisés au cours de la construction
des chaines latérales afin d’évaluer leurs interactions.

4.2.2 Stratégie de recherche
Bibliographie

Les stratégies de recherche de la ou des conformations d’énergie minimale sont de
deux types, la recherche stochastique et la recherche exhaustive locale. La combinaison
de plusieurs algorithmes est souvent employée, un algorithme rapide de sélectivité assez
grossiere suivi d'un algorithme effectuant une recherche plus fine. Mais, comme il a été
dit précédemment aucun algorithme optimal ne peut étre utilisé pour une recherche de
conformation d’une protéine.

Recherche stochastique Les méthodes stochastiques font appel a : I’algorithme Me-
tropolis Monte Carlo |144], I'algorithme famille-conformationelle Monte Carlo [145] qui
utilise les conformations de basse énergie trouvées pour biaiser la recherche, le recuit si-
mulé avec dynamique moléculaire [133], les optimisations de champ moyen [109] [139] |134]
[146] [147] qui sont des recuits simulés utilisant plusieurs conformations simultanément,
les algorithmes génétiques et évolutifs [126] [135], I'algorithme A* [148] qui sélectionne les
conformeéres en fonction de leur utilisation dans les conformations de basse et de haute
énergie.
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Elagage de ’arbre des possibles et recherche exhaustive locale Les algorithmes
stochastiques ne permettent pas d’obtenir a coup sir la conformation de plus basse éner-
gie [149] et la recherche exhaustive des conformations accessibles des chaines latérales
d’une protéine dépasse encore les capacités de calcul actuelles. Par contre les algorithmes
déterministes utilisant des bibliothéques de conforméres et des régles simples permettent
d’élaguer I'arbre des possibles. 1ls sont largement utilisés par les algorithmes de modéli-
sation des chaines latérales. La méthode la plus utilisée faisant usage de régles simples
est la méthode d’élimination de cul-de-sac (dead-end elimination) [116] [95] [150] [149]
[151] |148|. Looger et Hellinga 2001 |151] présentent une revue des différents théorémes
d’éliminations des cul-de-sac qui tirent avantage de la décomposition par paire de la fonc-
tion d’énergie. Pour identifier le minimum global d’énergie, des critéres sur I’énergie sont
employés pour détecter les couples (position, conformation) qui ne peuvent faire partie
du minimum global. Lorsque 1’algorithme ne converge pas, lorsque les critéres de sélection
ne permettent pas de réduire la recherche a une seule conformation, les conformations
restantes sont explorées a I'aide d’autres algorithmes tel que le branch and bound [152] ou
le branch-and-terminate [150|. L’algorithme branch and bound est employé pour élaguer
I’arbre de recherche de la conformation d’énergie minimum. Cet algorithme permet d’affir-
mer qu’une branche ne pourra donner un résultat supérieur a un seuil sans devoir calculer
les résultats de toutes les feuilles. L’algorithme branch and terminate est une variante de
I’algorithme branch and bound ou les critéres d’élagage sont appliqués séquentiellement
a chaque niveau de D'arbre, depuis la racine jusqu’aux feuilles, ce qui est plus rapide. La
théorie des graphes a également été employée par Canutescu et al. 2003 [127] pour diviser
le probléme d’optimisation en plusieurs optimisations locales. Un graphe des positions en
interactions est construit et décomposé en sous-graphes biconnexes, par la suite considérés
comme des ‘super résidus’, dans lesquels la recherche de la conformation de plus basse
énergie peut étre effectuée de maniére exhaustive.

Recherche dans ’arbre des SCHISMo

[’algorithme de recherche que nous avons employé est trés simple et se base sur une
optimisation locale de chaque chaine latérale utilisant en partie une recherche stochastique.
Xiang et Honig 2001 [125] suggérent que 'efficacité et la précision de la modélisation des
chaines latérales dépend surtout de la précision de la bibliothéque de conformeéres et
trés peu de l'algorithme de recherche. Notre méthode est heuristique, c’est-a-dire qu’elle
emploie des régles simples permettant d’obtenir rapidement une solution qui doit étre
proche de la solution optimale sans toutefois I’atteindre a coup sitr.

Construction d’une représentation d’une seule chaine latérale La construction
d’une chaine latérale simplifiée s’effectue par I’algorithme heuristique suivant (Figure 4.5).
Les conformations sont parcourues dans I'ordre décroissant de leur classement. Une confor-
mation présentant une interaction de charges avec un atome externe a la chaine latérale
est retenue si elle ne présente pas de chocs stériques et est directement retournée comme
solution. Une conformation présentant une liaison hydrogéne avec un atome externe a la
chaine latérale en construction est retenue si il n’y a pas de chocs stériques et elle est
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retournée comme résultat si les cinq conformations suivantes ne présentent pas d’inter-
action de charge. Une conformation présentant une interaction de type van der Waals
est retenue et retournée comme résultat si aucun choc stérique n’est découvert et si les
cinquante conformations suivantes ne sélectionnent pas une conformation présentant une
liaison hydrogéne ou une interaction de charge, comme décrit précédemment. Si toutes les
conformations sont parcourues et que toutes engendrent des chocs stériques, la conforma-
tion présentant le moins de chocs stériques est retournée comme résultat. La création des
conformations utilise un découpage de 1’espace par des boites d’atomes afin d’accélérer la
recherche des atomes en choc stérique.

Construction des chaines latérales du peptide/MHC Pour construire les chaines
latérales du peptide et du MHC, la stratégie suivante est employée (Figure 4.5). La confor-
mation a deux centres la plus proche de la conformation de la structure RX de référence
est déterminée pour chaque position du MHC. Les conformations deux centres du peptide
sont créées séquentiellement depuis le résidu N-terminal jusqu’au résidu C-terminal. Les
chocs stériques sont évalués et sont résolus avec l'algorithme décrit dans le paragraphe
suivant. Les chaines latérales a plusieurs centres engendrées par les chaines latérales a
deux centres sont construites depuis le résidu N-terminal jusqu’au résidu C-terminal.
Les chaines latérales sont reconstruites a nouveau mais en tenant compte de toutes les
chaines latérales a deux centres construites, ce qui permet la mise en place des interac-
tion spécifiques. Les chocs stériques sont évalués et sont résolus par 'algorithme décrit
dans le paragraphe suivant. Les chaines latérales avec tous les atomes lourds engendrées
par les chaines latérales a plusieurs centres sont construites depuis le résidu N-terminal
jusqu’au résidu C-terminal. Les chaines latérales sont reconstruites a nouveau mais en
tenant compte de toutes les chaines latérales multicentres construites, ce qui permet la
mise en place des interactions spécifiques. Les chocs stériques sont évalués et sont résolus
avec l'algorithme décrit dans le paragraphe suivant.

Résolution des chocs stériques La résolution des chocs stériques est traitée par un
algorithme stochastique. Les différentes chaines latérales sont classées dans trois listes,
la liste des chaines latérales présentant des chocs stériques, la liste des chaines latérales
appartenant a la méme boite d’atomes que les chaines latérales en choc stérique (le voi-
sinage) et les autres chaines latérales. Un tirage biaisé est effectué en regroupant ces 3
listes, une chaine latérale en choc stérique ayant un poids de 500, une chaine latérale
dans le voisinage des chaines latérales en chocs stérique ayant un poids de 150 et les
chaines latérales autres ayant un poids de 1. La chaine latérale tirée est reconstruite et
ses chocs stériques sont évalués. Les 3 listes de chaines latérales sont réévaluées et 1’algo-
rithme s’arréte si la liste des chaines latérales en chocs stériques est vide ou si plus de 300
chaines latérales ont été reconstruites. Les valeurs de seuils pour les poids entre groupe
et le nombre maximal de chaines latérales reconstruites ont été trouvées par tatonnement
mais peuvent étre aisément modifiées par 'utilisateur.
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Figure 4.5: Protocole de construction des chaines latérales par ’algorithme SCHISMo.
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4.2.3 Evaluation des conformations
Bibliographie

Les énergies d’interactions, c’est-a-dire le potentiel de van der Waals et le potentiel
électrostatique, peuvent étre dérivées des potentiels physiques classiques tel que le champ
de force ’AMBER ou de CHARMM [135] [148] [146] [125] [144] [127]. Les potentiels de
Lennard-Jones donnent d’excellents résultats pour les groupements enfouis tels que les
acides aminés non polaires du coeur de la protéine mais pas pour les chaines latérales
exposées ou les chaines latérales polaires enfouies [133]. Vasquez 1996 |132| remarque que
la prise en compte des liaisons hydrogéne offre une faible, voire aucune, amélioration.
Liang et Grishin 2002 [144] développent une fonction d’évaluation prenant en compte la
surface de contact, les volumes de recouvrement, la dépendance par rapport a la chaine
principale, les interactions électrostatiques et 1'énergie de désolvatation. La pondération
entre ces différents termes a fait I'objet d’'une optimisation afin d’obtenir le plus petit
RMS entre la conformation la mieux classée et la structure RX. L’utilisation d’une biblio-
theéque de rotameéres réduit la dépendance a la fonction d’énergie car les bibliothéques ne
contiennent que des conformations énergétiquement favorables. L.’énergie moyenne de la
conformation peut étre simulée par le logarithme de la probabilité de la population de ro-
tameéres dépendant de la chaine principale [153| |[148]. Par contre les algorithmes utilisant
des conformations en dehors des rotaméres doivent utiliser un potentiel de torsion [135].
Xiang et Honig 2001 [125] ont montré qu’une fonction d’énergie grossiére est suffisante
pour déterminer la conformation des chaines latérales enfouies.

Approche utilisée pour I’évaluation des SCHISMo

Notre procédure de construction des chaines latérales calcule I'ensemble des interac-
tions réalisées par chaque chaine latérale. Basé sur ces résultats, un score d’interaction
peut étre associé a chaque peptide. Ce score est une simple combinaison linéaire du nombre
de liaisons hydrogénes, du nombre d’interactions de charge et du nombre de contacts de
van der Waals.

SCO’I“€1 = ANbLH + B-NbCharges + C.NdeW + D-Nbchocs

Les valeurs des facteurs A, B et C sont 20, 20 et 1, respectivement, qui sont les valeurs
utilisées pour 'évaluation des sites de contacts IMGT (section 3.5.3 page 74). Le facteur
D a été pris a -50 et le schéma de score est noté (20,20,1,-50). Un autre schéma de score
a été essayé, (100, 30, 1, -600), qui pénalise de facon plus importante les chocs stériques
et favorise les interactions polaires.

4.2.4 Reésultats
Modélisation de structures RX

La méthode de construction des chaines latérales SCHISMo a été comparée a 1’algo-
rithme SCWRL [106] [127|. Les chaines latérales de 28 structures RX de peptide/ MHC

102



ont été reconstruites par les deux meéthodes, les temps de calcul évalués et la moyenne
quadratique des distance entre les atomes de la structure RX et des modéles a été calculée.
Les résultats sont rassemblés dans le Tableau 4.1.

La méthode SCHISMo obtient une précision comparable a ’algorithme de SCWRL
mais avec un temps de calcul inférieur et plus constant. Il faut noter que le chargement de
la bibliothéque constitue la majorité du temps d’exécution de SCHISMo, soit environ 2.5s
sur 3.0s de temps d’exécution. Une fois la bibliothéque en mémoire, la génération d’'un
grand nombre de conformation est donc beaucoup plus rapide avec SCHISMo qu’avec
SCWRL. Comme décrit précédemment, SCWRL emploie une méthode reposant sur la
théorie des graphes pour réduire le probléme a la recherche exhaustive du placement des
chaines latérales parmi un nombre réduit d’acides aminés. La réduction n’est pas toujours
efficace ce qui peut expliquer les structures pour lesquelles aucun résultat n’est obtenu au
bout d’une heure. Une autre raison possible est ’existence de structures cristallines mal
résolues. En effet la technique de diffraction des rayons X permet de discerner la locali-
sation approximative des atomes et la structure qui en résulte peut présenter des chocs
stériques parfois important entre atomes |[154|. SCWRL ne parvient donc pas a réduire
entierement les chocs stériques car cela nécessiterait de déplacer certains atomes de la
chaine principale tandis que les représentations simplifiées de SCHISMo permettent de
‘'gommer’ transitoirement ces chocs stériques. La méthode SCHISMo n’a pas pour objectif
de résoudre tous les problémes de chocs stériques, ce qui permet de traiter ce genre de
probléme trés similaire a ceux rencontrés dans les modéles de moyenne résolution, et la
structure obtenue pourra étre affinée & une étape ultérieure (par exemple une dynamique
moléculaire ou un recuit simulé). L’objectif de rapidité est atteint et les chaines laté-
rales sont reconstruites avec une précision raisonnable. [L’examen des modéles construit
par SCHISMo révéle que les chaines latérales enfouies sont mieux reconstruites que les
chaines latérales exposées au solvant. Les interactions a l'interface sont donc & priori
correctement modélisées puisqu’elles font essentiellement intervenir des chaines latérales
enfouies. L’application de la méthode a des techniques de docking n’est pas remise en
cause puisqu’elle est suffisamment rapide pour pouvoir étre appliquée fréquemment. Les
chaines latérales exposées seront mieux modélisées lors de I'approche du ligand.

Evaluation de la liaison de peptides

La sélectivité de la fonction d’énergie trés simple, basée sur le nombre d’interactions,
a été évaluée en considérant les complexes entre le MHC-IT DRB1*0401 et des peptides
générés aléatoirement et connus pour se lier a cet allele de MHC. Mille séquences de
peptides ont été générées aléatoirement et 70 séquences de peptides se liant expérimen-
talement & DRB1*0401 ont été extraits de la base SYFPEITHI [81]. Les modéles de tous
les complexes ont été générés et les énergies sont reportées sur la Figure 4.7.

Une faible sélectivité est observée avec le schéma de score (20, 20, 1, -50). En effet, pour
une sélection de 50% des peptides de séquences aléatoires (énergie de 12000), seulement
52% des peptides se liant effectivement sont sélectionnés. Avec le schéma de score (100,
30, 1, -600), qui pénalise de fagon plus importante les chocs stériques et favorise les
interactions polaires, la sélectivité est un peu meilleure. Pour une sélection de 50% des
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Table 4.1: Comparaison de la méthode SCHISMo et de l'algorithme SCWRL pour la prédiction
des chaines latérales a I'aide de la moyenne quadratique des distances (RMSD) entre les atomes
de structures RX de pMHC et des modéles construits par la méthode SCHISMo et SCWRL,
et des temps de calcul en minutes :secondes. La colonne de droite donne des résultats pour la
méthode SCHISMo pour lesquelles SCWRL n’a pu donner de résultats au bout d’une heure de
calcul. Les calculs ont été effectués sur un Pentium 1.6GHz.

SCHISMo SCWRL SCHISMo
ID RMSD Temps RMSD Temps ID RMSD Temps
laba 1,16 0 :03.07 1,35 0:21.35 1kt2 1,73 0:04.48
laqd 1,35  0:03.04 1,12 0:10.38 1ktd 1,69 0:04.72
1bx2 1,17 0:02.73 1,41 0:04.89 1lnu 1,73  0:04.13
1d5m 1,32 0:03.08 1,22 0:05.70 les0 1,59  0:04.55
1dbx 1,07 0:02.97 1,25 0 :05.45 1fne 1,71 0 :04.68
1d5z 0,98 0 :03.00 1,27 0:04.90 lfng 1,77 0:04.58
1d6e 1,12 0:03.02 1,32 0 :06.28 1i3r 1,71 0:04.53
1d9k 1,33  0:02.74 1,46 0:04.71 1,70 0 :04.52
1dlh 1,40 0 :03.06 1,33 0 :04.57
1fvl 1,35 0:03.07 1,19  0:11.85
1fyt 1,28 0:02.73 1,29 0:10.04
1hqr 1,30 0 :03.06 1,44 0 :04.66
liak 1,29 0:03.03 1,32 0:10.67
1j8h 1,25 0:03.04 1,33 0 :05.44
1jk8 1,36 0 :03.06 1,29  0:04.76
1j14 1,32 0:03.01 1,33  0:05.40
1jwm 1,23 0:03.03 1,34 0:04.87
1jwu 1,30 0 :03.02 1,31  0:05.31
1k2d 1,15 0:03.08 1,27  0:05.14
1kg0 1,32 0:03.02 1,37 0:05.74
1klg 1,38  0:03.01 1,37 0 :04.66
1105 1,25 0:03.03 1,36  0:04.36
1rbw 1,34  0:03.03 1,51 0:05.77
1s9v 1,34 0:03.03 1,32 0 :04.40
1t5w 1,22 0:03.02 1,29  0:05.27
1t5x 1,24 0:03.03 1,26 0 :05.29
luvq 1,28 0:03.03 1,35 0:05.14
2seb 1,30 0 :03.05 1,48 0:04.73

1,25 0 :03.00 1,33 0 :06.49
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Figure 4.6: Représentations SCHISMo lors de la construction des chaines latérales du
peptide/ MHC-II de 1fyt. En haut la représentation a deux centres (chaines latérales en rouge). Au
milieu représentation multicentres (chaines latérales en bleu). En bas représentation tous atomes
lourds (chaines latérales en vert) avec une superposition des représentations a deux centres et a
plusieurs centres.
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Figure 4.7: Energie des modeéles peptide/HLA-DRB1*0401 avec 1000 peptides de séquence aléa-
toire (a gauche) et de 70 peptides se liant expérimentalement (a droite). L’énergie est obtenue
& partir d'une combinaison linéaire des interactions rencontrées dans le complexe. Le graphique
du bas correspond a ’emploi du schéma de scores suivant : 20 points pour les interactions entre
atomes polaires, 20 points pour les liaisons hydrogénes, 1 point pour les interactions de van der
Waals, et -50 points pour les chocs stériques. Le graphique du haut correspond a I’emploi du
schéma de scores suivant : 100 points pour les interactions entre atomes polaires, 30 points pour
les liaisons hydrogeénes, 1 point pour les interactions de van der Waals, et -600 points pour les
chocs stériques.
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peptides de séquences aléatoires (énergie de 12500), 65% des peptides se liant effectivement
sont sélectionnés.

La fonction d’énergie employée est trés basique et ce résultat n’est pas surprenant.
Une optimisation des paramétres de la combinaison linéaire permettrait d’améliorer sen-
siblement ces résultats. Finalement, 'utilisation de fonctions plus complexes utilisant des
champs de force de mécanique moléculaire et des énergies de solvatation empiriques de-
vraient théoriquement permettre d’obtenir de meilleures prédictions.

4.3 Modélisation des peptide/MHC-I et des boucles
du TR — Construction de boucles par la méthode
LLIPA

Le peptide lié au MHC-I présente une bonne conservation de la position des résidus
extrémes du peptide dans le sillon du MHC (section 3.5.1 page 70). La conformation de la
partie centrale du peptide est par contre beaucoup plus flexible pour les peptides au-dela
de 9 résidus. Les peptides de longueur 8 présentent une aussi bonne conservation de la
chaine principale que les peptides liés au MHC-II, et peuvent donc étre modélisés avec
le méme algorithme que dans la section précédente. Les variations de conformation des
peptides plus longs présentent, toutes les caractéristiques d’une boucle, c¢’est, pourquoi ce
probléme de modélisation a été considéré en méme temps que celui de la conformation
des boucles du TR. Des tests préliminaires de modélisation des boucles du TR, réalisés
avec le logiciel MODELLER [119], a fait apparaitre la nécessité d’un nouvel algorithme de
construction de boucles. En effet 'algorithme de MODELLER, nécessite plusieurs heures
de calculs et la génération de nombreuses conformations alternatives avant d’étre sir de
générer au moins une conformation de boucle proche de la conformation native. Notre
algorithme de prédiction de boucles, LLIPA (Loop prediction using a LIbrary of Pairs of
dihedral Angles), emprunte certaines caractéristiques a I’algorithme SCHISMo. Il utilise
une librairie de conformations de chaines principales de dipeptides avec une exploration
efficace de 'espace accessible.

4.3.1 Prédiction de la conformation des boucles — Bibliographie

La prédiction de la conformation de boucles a été source de recherches actives deés les
prémisses de la modélisation moléculaire informatique |155|. Les techniques de modéli-
sation de boucles procédent pour la plupart en 2 ou 3 grandes étapes, la génération des
conformations des boucles, éventuellement le regroupement des conformations qui sont
trés proches et finalement une classification des boucles suivant des critéres énergétiques
ou suivant un crible. Les méthodes de génération de conformations se classent en trois
groupes, (1) la fermeture de petites boucles de 3 ou 4 résidus, (2) la modélisation de
boucles basée sur des bases de données de conformations observées expérimentalement et
(3) la modélisation ab-initio.
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Fermeture de boucle Les algorithmes de fermeture de boucles fonctionnent soit en
recherchant par un calcul analytique toutes les solutions de fermeture de boucles avec un
nombre fini d’angles diédres (travaux de Go et Scheraga 1970 [155]), soit en utilisant une
recherche conformationnelle. Les équations analytiques de Wedemeyer et Scheraga 1999
[156] permettent de calculer les angles diédres d’une fermeture de boucle a 3 résidus. Il est
intéressant de noter, qu’ils trouvent empiriquement que les boucles de 3 résidus (6 degrés
de liberté car I’angle oméga est maintenu constant) n’ont au maximum que 8 conforma-
tions solutions, bien que les raisons exactes de cette propriété demeurent obscures [156].
La résolution analytique de leur systéme d’équations nécessite de trouver les racines d’un
polynome de degré 16. Comme il n’existe pas de méthode de résolution exacte d’un tel
polynome dans le cas général, la recherche de solutions est effectuée par la méthode de
Newton. Le degré élevé du polynéme ne permet pas d’avoir une bonne précision sur la
valeur des angles diédres, ce qui conduit & de nombreux cas sans solutions [157]. Une
solution est d’accorder une certaine variabilité aux angles diédres et d’effectuer une mi-
nimisation finale sous contraintes afin d’obtenir une fermeture exacte [158|. La recherche
conformationnelle dans I'espace des angles diédres nécessite moins de calculs que la résolu-
tion analytique car elle procéde par une unique optimisation. Le plus souvent, la fermeture
est effectuée par une minimisation énergétique [159] ou une recherche type Monte Carlo
[160], avec éventuellement un potentiel harmonique de fermeture [161|. Zheng et al. 1993
[162| ont développé une technique de fermeture de boucle par déformation des longueurs
de liaisons afin de satisfaire les contraintes de distance de fermeture, puis relaxation des
longueurs de liaisons sous contraintes (utilisé notamment par [163]). Canutescu et Jr Dun-
brack 2003 [157] appliquent un algorithme utilisé en robotique pour la manipulation de
bras mécaniques. La valeur de chaque angle diédre est successivement calculée de maniére
a satisfaire au mieux des contraintes de fermeture.

Modélisation utilisant les conformations d’une base de données Les études sur
les conformations de boucles dans les bases de données de structures 3D ont montré qu’il
n’existait qu'un nombre limité de conformations accessibles pour les petites boucles [164].
Cette observation permet de modéliser les boucles de conformations inconnues a partir des
conformations observées expérimentalement [165|. La modélisation utilisant une base de
données proceéde en deux étapes [159], la sélection des conformations de la base de données
qui pourraient convenir puis I'adaptation de la conformation pour obtenir une correspon-
dance des extrémités de la boucle avec le reste de la structure. La sélection de confor-
mations fait appel a des critéres géométriques et a des critéres de séquence. Les critéres
géométriques concernent les positions d’ancrages de la boucle, telles que les distances entre
les atomes des positions d’ancrage ou de plusieurs positions en amont des positions d’an-
crage, ou des critéres angulaires sur le départ des boucles [166]. Les critéres de séquence
concernent essentiellement la taille de la boucle mais également la composition en acides
aminés pour les bases de données avec une identification des positions structuralement im-
portantes (SDR) [167] [168]. L’application de techniques de threading permet de prendre
en compte I’environnement local de chaque position de la boucle [128], comme implémenté
dans le serveur FREAD (http ://www-cryst.bioc.cam.ac.uk/cgi-bin/coda/fread.cgi). Ces
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techniques permettent d’obtenir la chaine principale de la boucle, tandis que les chaines
latérales doivent étre construites par des algorithmes dédiés [106] [125]. Cette approche
de construction des boucles est limitée par le nombre de conformations présentes dans
les bases de données, et tout particuliérement pour la modélisation des grandes boucles.
Une solution proposée est de construire les boucles par parties, les flancs de la boucle sont
construits grace a des conformations trouvées dans une base de données, puis la boucle est
fermée par un algorithme de fermeture de boucles. Dans I'approche classique, ['algorithme
de fermeture de boucles est employé pour parfaire 'adaptation des ancrages au reste de
la structure, tandis que dans cette approche pour les longues boucles il est employé pour
fermer ’apex de la boucle. D’autres solutions s’appuient sur une approche mixte utilisant
des bases de données et de méthodes servant pour la construction ab-initio [169] [170].

Modélisation ab-initio des boucles protéiques Les méthodes ab-initio produisent
des conformations de boucles soit par recherche dans l'espace des angles diédres de la
chaine principale, soit par minimisation ou exploration conformationnelle de boucles gé-
nérées aléatoirement.

Bruccoleri et Karplus 1987 |118| ont implémenté dans le programme CONGEN une
recherche dans I’espace des angles diédres avec un pas d’exploration constant. D’autres
algorithmes utilisent des bibliothéques de rotameéres de chaine principale observés dans
des structures RX de protéines [171] [160] [172] au lieu d’explorer exhaustivement les
angles diédres. Avec ces techniques le nombre total de conformations augmente de facon
exponentielle avec la taille de la boucle & construire. Pour y remédier CONGEN tronque
sa recherche quand sa fonction d’énergie indique qu'un fragment de boucle en construction
est d’énergie trop défavorable. DePristo et al. 2003 [160] ne construisent pas toutes les
conformations mais seulement les plus probables grace a un algorithme de planification
des taches, dit Round-Robin, ce qui se révéle plus efficace qu'une exploration exhaustive.
Un autre probléme de ce type de technique veut que 'utilisation d’une exploration avec
un pas discret ou une bibliothéque de conformations peuvent ne pas réussir a trouver
une conformation sans choc stérique. Jacobson et al. 2004 [172] utilisent une bibliothéque
trés fine, avec lors de la construction des angles diédres, une étape de regroupement par
I’algorithme K-means des conformations générées sans choc stérique. Ce regroupement
permet d’obtenir un temps de calcul raisonnable tout en n’excluant pas les conformations
les plus isolées. Deane et Blundell 2000 |173| développent une approche originale ot toutes
les conformations de peptides jusqu’a 12 acides aminés de long et sans choc stérique sont
précalculées exhaustivement et entrées dans une base de données. Les fragments sont
classés suivant la représentativité des fragments protéiques dans les structures RX. Ces
techniques de recherche dans les angles diédres impliquent une discrétisation de cet espace
qui ne peut étre parcouru de maniére continue.

La deuxiéme grande technique de modélisation ab-initio de boucles est la minimisa-
tion de conformations générées aléatoirement. Des conformations aléatoires peuvent étre
obtenues en prenant des conformations de boucles dans une base de données, en choi-
sissant aléatoirement des angles phi/psi [157] ou en placant uniformément les atomes de
la chaine principale entre les extrémités de la boucle et en appliquant une dérive aléa-
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toire aux coordonnées cartésiennes des atomes [119]|. Certains méthodes se contentent
ensuite d’appliquer un algorithme de fermeture de boucles au segment protéique généré
aléatoirement [157]. Plus classiquement, la minimisation est effectuée par un protocole de
minimisation énergétique utilisant un champ de force complet ou des potentiels simplifiés
[154|. Les techniques classiques d’exploration conformationnelle ont également été utili-
sées : la dynamique moléculaire [174], le recuit simulé [175] [161], et les simulations de
Monte Carlo [176] [120] [177]. La méthode des perturbations minimales par "torsion aléa-
toire" (random tweak) permet de modifier simultanément tous les angles diédres jusqu’a
ce que les contraintes de distances de fermeture soient satisfaites. Zheng et al. 1994 |139]
implémentent la méthode des copies multiples [79| qui permet la minimisation simultanée
d’un ensemble de boucles générées aléatoirement. Le reste de la protéine interagit avec
'effet moyen de toutes les copies de boucles, tandis que les boucles n’interagissent qu’avec
le reste de la protéine et pas entre elles. Une extension de cet algorithme appliquée aux
IG est la modélisation simultanée des 6 CDR, chaque CDR n’interagissant qu’avec |’effet
moyen des autres CDR [139].

Classification des conformations produites La derniére étape de la modélisation de
boucles est la classification des nombreuses conformations générées grace a une score ou
une énergie. Cette étape est souvent couplée avec une minimisation d’énergie qui permet
de régler les légéres irrégularités de structure (chocs stériques) provenant par exemple
de 1'utilisation de valeurs discrétes des angles diedres. Le probléme de la classification
des différentes conformations est considéré comme plus complexe que la génération des
conformations. En effet un algorithme parcourant exhaustivement ’espace des angles di-
édres avec un pas suffisamment fin générera assurément une conformation trés proche
de celle observée expérimentalement. Par contre aucune méthode ne permet, ne serait-ce
que théoriquement, de sélectionner la conformation la plus proche de la conformation
expérimentale, ce qui s’avére en pratique trés subtile. Afin de pouvoir comparer chaque
méthode de sélection, des jeux de conformations de boucles ont été créés et partagés sur
internet (site Decoys’R us, http ://dd.stanford.edu). Les potentiels peuvent se classer en
deux grands groupes, les potentiels physiques et les potentiels statistiques.

Les potentiels physiques les plus utilisés sont issus des champs de force de mécanique
moléculaire, tels que AMBER, CHARMM ou GROMOS. Aux potentiels de mécanique
moléculaire s’ajoutent des techniques permettant de prendre en compte la solvatation
des protéines par des méthodes permettant de simuler I'action de 'eau de fagon impli-
cite (énergie de solvatation proportionelle a la surface accessible ou méthode Generalized
Born). Martin et al. 1989 [169] utilisent, pour la modélisation des CDR des IG, une ver-
sion modifiée des paramétres de mécanique moléculaire de GROMOS ainsi qu’un terme de
solvatation dépendant de la surface accessible de chaque atome. van Vlijmen et Karplus
1997 [166] utilisent les paramétres de CHARMM avec un potentiel de van der Waals 9-6,
c’est a dire qui pénalise moins les chocs stériques. Jacobson et al. 2004 [172| effectuent une
minimisation d’énergie des boucles avec le champs de force OPLS [113] et la méthode de
solvatation implicite Surface Generalized Born [178]. de Bakker et al. 2003 [179] utilisent
les paramétres de AMBER et la méthode de solvatation implicite Generalized Born Sur-
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face Area GBSA. Ces derniers testent 'utilité des termes de solvatation pour la sélection
des boucles et ils concluent qu’ils procurent une ameélioration substantielle. Pellequer et
Chen 1997 [180] utilisent sur des CDR d’IG le champs de force de CHARMM avec un
calcul de la contribution électrostatique par les équations de Poisson Boltzmann de dif-
férence finie et la contribution non polaire a la solvatation par un terme proportionnel a
la surface accessible. Ils remarquent que le terme de solvatation oriente la sélection des
petites boucles vers des boucles non natives.

Les potentiels statistiques peuvent reconnaitre implicitement les effets physico-chimiques
complexes tels que les effets hydrophobes. L’avantage majeur des potentiels statistiques
est qu’ils ne sont pas aussi sensibles que les physiques sur des petits déplacements locaux.
Bien que leur validation ne soit pas trés claire |181], ils ont été appliqués avec succés a
la reconnaissance de repliement, au repliement ab initio et au docking protéine-protéine
[182]. Les potentiels basés sur les résidus représentent les résidus par un site d’interaction
unique, ce qui est plus approprié au threading. Les potentiels atomiques permettent eux
de prendre en compte tous les atomes et ainsi de discriminer des différences de structure
plus subtiles [183|. Le potentiel statistiques RAPDF |184] a été dérivé spécifiquement pour
la classification des boucles. 1l a été utilisé par de Bakker et al. 2003 [179] et Deane et
Blundell 2000 [173|. de Bakker et al. 2003 [179] ont montré que l'utilisation de RAPDF
était beaucoup plus rapide que l'utilisation de AMBER et GBSA mais beaucoup moins
performant. Ils concluent que RAPDF peut étre utilisé comme une premiére étape de
sélection afin d’éliminer la plupart des conformations. Fiser et al. 2000 |185] utilisent la
mécanique moléculaire de CHARMM et une approximation des interactions non liantes
et de solvatation par un potentiel statistique par paires. Abagyan et Totrov 1994 [120]
utilisent des potentiels statistiques sur les angles diédres et une technique associée de mi-
nimisation dans I'espace des angles diédres. La prise en compte de la flexibilité des boucles
dans le terme entropique est important pour la classification des boucles. Cette flexibilité
est difficile a quantifier sans avoir recours a la dynamique moléculaire. Xiang et al. 2002
[186] proposent une méthode originale pour prendre en compte 'entropie conformation-
nelle dans le calcul de I’énergie en ne considérant que les distances structurales entre les
conformations de boucles générées (énergie de colonie). Ils notent une forte corrélation
entre leur énergie et le RMSD & la conformation native. En dehors du calcul d’énergie,
des méthodes de classifications non supervisées peuvent étre utilisées, bien qu’elles ne
permettent pas de quantifier la liaison. Reczko et al. 1995 [187] ont entrainé un réseau
de neurones sur les séquences et les structures de boucles similaires aux CDR3 de chaine
lourde des IG. Pour 7 boucles sur 20 il obtiennent des boucles prédites avec un RMSD
inférieur a 2A.

4.3.2 Algorithme LLIPA

Notre approche de modélisation fait partie des méthodes de modélisation ab-initio par
recherche dans I’espace des angles diédres. Elle a pour but la génération d’un ensemble
conformationnel de boucles ayant une résolution moyenne. L’ensemble de conformations
modélisées doit contenir des boucles suffisamment proches des structures natives mais cet
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ensemble doit également étre le plus réduit possible au contraire des méthodes de la méme
catégorie qui générent un nombre trés important de boucles. La sélection des boucles les
plus représentatives est un probléme trés difficile qui est en partie encore ouvert. La
réduction du nombre de boucles apparait donc comme particuliérement important puis-
qu'une bonne classification des conformations générées nécessite 1'utilisation de fonctions
d’énergies gourmandes en temps de calculs [179]. Les boucles sont des éléments par nature
flexibles, et leurs coordonnées dans les structures RX résultent souvent d’une moyenne
(comme le montre le facteur de température). De plus, les simulations de dynamique mo-
léculaire qui utilisent les structures RX comme conformation de départ enregistrent des
déviations importantes des conformations des boucles. L’obtention de boucles avec une
résolution moyenne, qui s’écartent légérement de la structure RX, n’est donc pas a priori
absurde.

Bibliothéque de paires d’angles diédres Une bibliothéque de conformeéres de la
chaine principale a été construite de la méme maniére que les bibliothéques de conformeéres
des chaines latérales. Connaissant les coordonnées du carbones alpha (CA) et du carbone
relié a 'oxygene (C) d’'un acide aminé , les positions du carbone C de 'acide aminé suivant
décrivent une portion de sphére centrée sur le carbone C du premier acide aminé. En effet
la liaison peptidique étant considérée comme plane, deux angles diédres séparent deux C.

Le carbone alpha du deuxiéme résidu décrit un cercle et sa position peut étre calculée
en fonction de celle du carbone C (Figure 4.3). Les coordonnées de 'azote et de I'oxygéne
de la chaine principale se déduisent de la position des atomes dont les coordonnées sont
déja connues (Figure 4.8).

Les conformations ont été classées suivant leur représentativité dans 250 structures
RX de résolution inférieure a 2A extraites de IMGT/3Dstructure-DB (Figure 4.9) (liste
en annexe 168).

Une deuxiéme bibliothéque de paires d’angles diédres a été construite a I'identique
mais pour la construction dans le sens inverse, de la partie C-terminale vers la partie
N-terminale de la boucle. Elle permet de construire a partir des coordonnées du carbone
alpha d’un acide aminé, celles de 'azote de I’acide aminé précédent, puis celles du carbone
alpha et du carbone C de I’acide aminé précédent.

Construction d’une boucle Une conformation de boucle est obtenue par une construc-
tion par récurrence de chaque acide aminé. Pour un acide aminé, le premier atome de la
librairie est construit, ¢’est-a-dire le carbone C dans le sens direct et I'azote dans le sens
indirect. La distance entre cet atome et 'extrémité de la boucle a atteindre est calcu-
lée, et son incompatibilité avec la fermeture de la boucle cause 'arrét de la construction
par récurrence. Les distances maximales autorisées entre I'extrémité de la boucle et les
atomes en constructions sont calculées en construisant un peptide en conformation éten-
due correspondant aux acides aminés de la boucle. Les deux positions alternatives des
autres atomes (N, CA et O dans le sens direct, C, CA et O dans le sens indirect) sont
déterminées successivement. Pour chacune, la chaine latérale SCHISMo a deux centres est
construite et les chocs stériques entre les atomes reconstruits et tous les atomes présents

112



N W, C o CA Construction

)\ﬁ\?g\/ e

CA N C
N .. C ~ CA Construction
% e
CA N C

Figure 4.8: Construction de la chaine principale par la méthode LLIPA, de la partie N-terminale
vers la partie C-terminale, et de la partie C-terminale vers la partie N-terminale. L’atome en
rouge est le premier & étre construit suivi des atomes en bleu.

(ce qui inclut la partie de boucle déja construite) sont évalués. Si aucun choc stérique
n’est détecté, la récurrence se poursuit par la construction de 'acide aminé suivant. A la
fin de la récurrence, la conformation de la boucle est enregistrée si (1) les atomes de la
chaine principale du dernier acide aminé sont a moins 0.5A des atomes correspondants
de I'acide aminé d’ancrage et (2) si aucune conformation préalablement enregistrée n’est
a moins de 1A de RMSD sur les carbones alpha.

Comme pour I'algorithme SCHISMo, des boites d’atomes sont constituées pour réduire
le temps de calcul et aussi pour calculer les proches voisins des chaines en choc stérique.

Construction des boucles La bibliothéque de conformations de paires d’angles diedres
étant classée suivant la fréquence d’observation des conformations dans les structures RX,
le rang dans la bibliothéque est utilisé pour construire en premier lieu les boucles les plus
‘probables’. Cette approche est trés similaire a celle de 'algorithme de Round Robin
utilisé par DePristo et al. 2003 [160|. L’algorithme construit les boucles dont la somme
des rangs des conformations de chaque acide aminé est égale a une valeur donnée. A
chaque itération, la somme des rangs a atteindre est augmentée, et des conformations de
plus en plus rares sont utilisées.

Lors de la construction d’une conformation d’un acide aminé, seules les conformations
dont les rangs sont compatibles sont parcourues. A cette fin, la somme des rangs des
positions précédentes est comparée a la somme a atteindre et aux rangs maximaux des
acides aminés encore a construire.

[’algorithme s’arréte quand toutes les conformations ont été explorées ou quand le
nombre de conformations générées correspond a une valeur fournie en entrée. Ceci permet
la génération d’ensembles conformationnels dont la population maximale est spécifiée par
I'utilisateur. En outre les conformations générées sont celles qui utilisent les conformations
locales les plus fréquemment observées dans les structures RX.
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Figure 4.9: Librairie de conformations pour la construction directe de N vers C pour chaque type
d’acide aminé. L’atome blanc au centre représente le carbone C, et 'atome blanc vers le haut (et
vers le fond) est I’azote de la chaine principale. Les positions des atomes C du résidu suivant sont
colorés suivant leur représentativité dans les structure RX, du bleu (jamais observé) au rouge (le
plus observé).
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4.3.3 Modélisation de peptides dans les structures RX

Une méthode classique de modélisation des régions flexibles est la dynamique molécu-
laire mais elle est mal adaptée au cas des peptide/ MHC-I car le peptide se situe dans un
environnement stériquement trés encombré. Enchéassées dans la crevasse formée par les
deux G-DOMAINSs, les chaines latérales du peptide occupent différentes poches. Le pas-
sage d'une conformation a une autre plus éloignée nécessite d’extraire les chaines latérales
de ces poches, ce qui est énergétiquement trés défavorable. Une méthode de génération
ab-initio de boucles, tel que LLIPA, devrait par contre permettre de mieux parcourir
I’espace conformationnel accessible.

La stratégie mise en place emploie la représentation a deux centres SCHISMo et ap-
plique I’algorithme de construction de boucle LLIPA entre les deux acides aminés extrémes
du peptide. L’échantillonnage conformationnel est le probléme majeur qui peut étre ren-
contré car le sillon du MHC est trés encombré et LLIPA utilise une bibliothéque discréte de
conforméres. L’utilisation de la représentation simplifiée a deux centres devrait permettre
d’éviter les chocs stériques trop nombreux.

Afin de tester la méthode nous avons reconstruit la conformation de tous les peptides
de 10 acides aminés se liant au MHC-I de IMGT /3Dstructure-DB. L’encombrement sté-
rique important du MHC réduit grandement le nombre de conformations accessibles et
seulement 60 peptides ont été générés par I’algorithme. La génération a été effectuée dans
le sens direct, de la partie N-terminale vers la partie C-terminale. Le plus petit RMSD
entre les conformations générées et la structure RX, ainsi que le numéro de la conformation
de boucle correspondante ont été reportés dans la Table 4.2.

La plupart des ensembles conformationnels générés possédent une conformation a
moins de 2A de RMSD (carbone alpha et oxygéne de la chaine principale) de la struc-
ture RX. Le rang de la meilleure conformation est, de plus, souvent inférieur a 40 (3
cas au-dessus), ce qui confirme que la génération de 60 conformations était suffisante. La
méthode réussit donc a produire correctement des conformations de peptides proches des
conformations natives.

4.3.4 Modélisation des boucles de reconnaissance du TR

Le méme protocole que précédemment est appliqué a la modélisation des boucles hy-
pervariables des TR de 18 complexes MHC /peptide/ TR de structures tridimensionnelles
connues. Les molécules d’eau ont été retirées car elles ne sont pas compatibles avec I'ob-
tention de modéles de résolution moyenne et peuvent influencer de fagon trop importante
les conformations générées.

Nous faisons la supposition que l’espace accessible & chaque boucle est moins contraint
stériquement que dans le cas de la modélisation du peptide. Par conséquent les boucles
doivent présenter plus de conformations de paires de diédres fréquemment rencontrées
dans les structures RX. En conséquence, seulement 20 conformations ont été générées
pour chaque CDR-IMGT.

Les Tables 4.3 et 4.4 présentent les meilleurs RMSD ainsi que les performances obte-
nues pour les calculs des CDRI1-IMGT et CDR3-IMGT pour les TR dans les 18 complexes
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Table 4.2: Moyenne quadratique des distances (RMSD) entre les carbones alpha et les oxygénes
de la chaine principale de structures RX du peptide et des modéles construits par la méthode
LLIPA. Le numéro de génération (rang) est fourni. Soixante conformations ont été générées pour
chaque structure RX et le meilleur RMSD est présenté. Les structures RX (identifiant dans la
colonne ID), possédent toutes des peptides de 10 acides aminés.

ID RMSD Rang
1bii 2,0 9
1ddh 2,0 16
1hhh 1,5 31
1idf 1,6 42
1jf1 1,7 33
1jegd 1,5 17
In3n 1,5 28
1qo3 1.7 16
1qvo 2,2 41
1tmce 1,8 25
1wbx 1,4 38
1wby 1,5 43
2clr 1.6 23

TR/peptide/ MHC. Les boucles de CDR1-IMGT ont une longueur comprise entre 7 et 9
et les RMSD (carbone alpha et oxygeéne de la chaine principale) sont le plus souvent infé-
rieurs a QA, ce qui rend compte de la proximité des conformations de la chaine principale
avec la structure native. Les temps de calculs sont majoritairement inférieurs a 4 minutes
et 70% ont un temps inférieur & 3 minutes. L’objectif de rapidité et de précision semble
donc atteint pour les boucles de CDR1-IMGT du TR.

Les RMSD présentés par les CDR3-IMGT sont plus importants que pour les CDR1-
IMGT mais les boucles & modéliser sont bien plus grandes. Le RMSD moyen est de 2.6A,
ce qui, compte tenu de la longueur des boucles a modéliser, n’est pas excessif. Plus de
la moitié des modélisations ont un temps de calcul inférieur & 5 minutes. L’algorithme
LLIPA réussit donc a modéliser la plupart des CDR3-IMGT conformément aux objectifs
fixés bien que a quatre reprises le temps de calcul ait été supérieur a 10 minutes et
que certains RMSD approchent les 4A sans toutefois les atteindre. Le comportement de
I’algorithme lors de ces derniéres modélisations est plus hétérogéne en performance. Une
paramétrisation supplémentaire est dans doute nécessaire pour régler au mieux le nombre
maximal de conformations a générer suivant la taille et I’environnement structural de la
boucle.

Plusieurs des meilleures conformations présentent un rang assez élevé. L’utilisation
du rang comme critére de sélection reléve de la supposition que les interactions de la
boucle ne sont pas suffisamment énergétiques pour faire dévier les chaines principales de
leurs conformations d’énergie les plus basses. Les rangs élevés rencontrés dans les grandes
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Figure 4.10: Modéle de la boucle CDR3-IMGT du V-BETA de 1d9k B (en rouge) et la structure
RX (CDR3-IMGT en bleu). Le modéle a été sélectionné parmi les vingt conformations qui ont
été générées par la méthode LLIPA et le modeéle présenté est celui qui est le plus proche de la
structure RX (le RMSD des carbones alpha et de 'oxygéne de la chaine principale est de 2.0A).

boucles tendraient a prouver que leur énergies d’interaction compensent 1'utilisation de
conforméres de chaine principale d’énergie plus élevée.

4.4 Conclusion

Afin de pouvoir identifier des peptides antigéniques dans un nombre important de
protéines et étudier des répertoires de TR spécifiques d’un peptide/MHC, un protocole
de modélisation des structures 3D de peptide/MHC et de TR /peptide/MHC a été en-
trepris. Parmi les différentes étapes de ce protocole, j’ai concentré mes efforts sur le
développement de nouveaux algorithmes de modélisation de chaines latérales et de mo-
délisation de boucles. Ces algorithmes sont nécessaires afin d’atteindre une rapidité suf-
fisante pour la modélisation des structures 3D de grands ensembles de peptide/ MHC ou
de TR /peptide/MHC.

La technique employée pour la reconstruction des chaines latérales, SCHISMo, utilise
des représentations de chaines latérales de plus en plus complexes au fur et 4 mesure
de l'affinement du modéle. Pour cela une librairie de conformations de chaines latérales
simplifiées a été construite. Elle présente trois niveaux interconnectés de simplifications
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Table 4.3: Moyenne quadratique des distances (RMSD) entre les atomes de structures RX du
CDRI1-IMGT de V-ALPHA et V-BETA et des modéles construits par la méthode LLIPA. Le nu-
meéro de génération (rang) et la durée de génération des 20 conformations (en minutes :secondes)
sont indiqués. Les calculs ont été effectués sur un Pentium 1,6GHz.

CDR1-IMGT
V-ALPHA V-BETA

ID Taille  RMSD Rang Temps Taille RMSD Rang Temps
lao7 8 1,2 ) 1:26 7 1,2 11 1:06
1bd2 8 1,1 9 1:15 7 1,3 6 1:21
1d9k 8 1,3 9 10:39 8 1,5 13 6 :21
1fo0 9 3,0 7 0 :39 8 1,7 3 0 :50
1fyt 8 1,8 6 0:41 7 1,5 14 1:44
1gbr 8 2,1 12 3:19 7 1,3 7 2 :42
1j8h 8 1,6 11 1:04 7 1,6 17 2:05
1jtr 8 1,5 18 1:40 7 1,1 4 3:35
1kj2 8 0,9 13 4 :40 8 1,8 18 2:12
11p9 7 1,5 2 1:45
1mib 9 2,3 13 1:51 7 1,3 15 7:12
Imwa 8 1,5 18 1:55 7 1,1 4 3 :30
Inam 9 1,4 4 0:27 8 1,9 6 0 :55
loga

1grn 8 1,7 9 1:27 7 1,5 19 1 :40
1gse 8 1,6 16 3:04 7 1,2 14 1:09
1gsf 8 1,8 17 1:14 7 1,3 15 1:57
2ckb 8 2,3 4 2:36 7 1,2 5 3 :42

et les conformations sont classées par ordre de représentativité dans des structures ex-
périmentales connues. L’algorithme de recherche fait intervenir une étape stochastique
afin de réduire le nombre de chocs stériques. L’algorithme a été testé pour 'obtention de
structures 3D de peptide/MHC-IT qui possédent la particularité d’avoir un peptide dont
la conformation de chaine principale est trés bien conservée dans le site de liaison du MHC
(Section 3.5.1 page 70). L’algorithme obtient une précision légérement supérieure et une
vitesse supérieure & SCWRL, I'algorithme rapide le plus couramment utilise. SCHISMo
retourne également un résultat dans les cas ou SCWRL se trouve confronté a un probléme
de chocs stériques déja présents dans la structure native, ce qui prouve que SCHISMo est
mieux a méme de fonctionner avec des modéles de résolution moyenne. D’autre part cet
algorithme est destiné a étre intégré dans les différentes étapes de la modélisation du
TR /peptide/ MHC, lors de la construction des boucles et lors du docking.

L’algorithme de modélisation de boucles, LLIPA, utilise une bibliothéque de conforma-
tions de dipeptides. Cette bibliothéque a été congue pour parcourir I’espace le plus effica-
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Table 4.4: Moyenne quadratique des distances (RMSD) entre les atomes de structures RX du
CDR3-IMGT de V-ALPHA et V-BETA et des modéles construits par la méthode LLIPA. Le nu-
meéro de génération (rang) et la durée de génération des 20 conformations (en minutes :secondes)
sont indiqués. Les calculs ont été effectués sur un Pentium 1.6GHz.

CDR3-IMGT
V-ALPHA V-BETA

ID Taille  RMSD Rang Temps Taille RMSD Rang Temps
lao7 13 3.1 1 2 :54 16 3.8 13 4 :28
1bd2 12 2.4 18 2 :56 15 2.1 16 2 :08
1d9k 12 1.8 5 5:45 15 2.0 6 6 :22
1fo0 16 3.6 13 15:06 14 3.0 15 4 :55
1fyt 15 3.1 12 10 :18 14 2.3 3 1:04
1gbr 12 2.1 4 4 :09 11 1.6 10 4 :35
1j8h 15 3.3 1 8 :20 14 2.3 20 2:43
1jtr 12 1.9 20 5:42 11 1.7 16 4 :12
1kj2 13 2.3 11 6 :32

11p9 13 3.2 16 2 :52
1mib 16 3.3 13 14 :28 13 3.1 4 2 :38
Imwa 12 1.9 20 6 :21 11 1.7 16 4 :44
Inam 16 2.8 7 12:45 14 2.9 8 5 :48
loga

lgrn 13 3.1 1 3 :56 16 3.0 13 2 :51
lgse 13 3.9 20 2:15 16 3.8 9 4 :10
1gsf 12 3.3 10 2:43 16 3.5 6 4:29
2ckb 12 2.7 15 5:51 16 1.5 17 5 :28

cement possible et ses conformations ont été classées suivant leur représentativité dans les
structures expérimentales. La recherche conformationnelle construit d’abord les boucles
avec les conformations de dipeptides les plus observées avant d’utiliser les moins représen-
tées. L’algorithme a été appliqué a la modélisation des peptides dans les peptide/ MHC-I
et a la modélisation des boucles du TR dans les TR /peptide/ MHC. Pour la modélisation
des peptides/ MHC-I, I’algorithme réussit a générer des conformations de chaine latérale le
plus souvent a moins de 2A de RMSD de la structure expérimentale (un cas a 2,2A). Pour
les TR, la modélisation des boucles de petites tailles, les CDR1-IMGT des TR dont la lon-
gueur varie entre 7 et 9 acides aminés dans les structures 3D étudiées, produit également
le plus souvent des conformations a moins de 2A de RMSD de la structure expérimentale.
Les boucles CDR3-IMGT de TR, dont la longueur s’étale de 11 a 16 acides aminés dans
les structures 3D étudiées, obtiennent des RMSD aux environs de BA, ce qui est positif
compte tenu de la flexibilité des boucles de cette taille. Il faut noter que ’algorithme
réussit a trouver un modeéle avec un RMSD de 1,5A pour une boucle de 16 acides aminés.
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Afin d’achever le protocole de prédiction de structures 3D de peptide/MHC et de
TR/peptide/ MHC, deux étapes doivent encore étre réalisées. L’évaluation de ’énergie de
liaison des peptides au MHC est cruciale afin de pouvoir classer les peptides antigéniques
potentiels et également pour classer les différents TR se liant & un méme peptide/ MHC.
Pour les peptide/MHC-II, j’ai tenté d’utiliser une fonction d’évaluation trés simple, don-
nant un poids constant a chaque type d’interaction a I'interface, mais la sélectivité semble
trés faible. L’utilisation de la fonction d’énergie spécifique, Fresno [121], devrait permettre
d’améliorer nettement la sélectivité. Enfin, des fonctions d’énergie plus complexes, par
exemple MM-GBSA ou MM-PBSA [188|, devraient permettre une classification optimale
des peptides pré-sélectionnés grace a Fresno. Pour les TR/peptide/ MHC I’étape de do-
cking du TR sur le complexe peptide/MHC reste a réaliser. Celle-ci pourra étre d’abord
effectuée grace a la représentation a deux centres de SCHISMo afin de réduire les chocs
stériques intempestifs (soft docking) ainsi qu'une approche multicopie des boucles [139]
du TR reconstruites par LLIPA. L’intégration de SCHISMo et LLIPA dans d’autres al-
gorithmes est tres facile car elles sont toutes deux implémentées dans des librairies C.
L’approche du TR pourra étre orientée par les statistiques sur la position relative du TR
et du MHC (Section 3.6.1 page 79) et des filtres pourront étre construits en se basant
sur les analyses de contacts de IMGT/3Dstructure-DB a l'interface TR/peptide/ MHC
(Section 3.6.3 page 82).
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Conclusion.

Au cours de ma thése j’ai développé la base de données IMGT /3Dstructure-DB, qui
rassemble et analyse les structures 3D d’IG, de TR, de MHC et de RPI. Grace a la standar-
disation des données de IMGT /3Dstructure-DB, j’ai pu mettre en place un environnement
informatique permettant la mesure et I’établissement de statistiques sur les caractéris-
tiques structurales des IG, des TR et des MHC. Finalement j’ai implémenté des méthodes
de modélisation applicables aux structures 3D de peptide/MHC et de TR/peptide/MHC,
I'utilisation de ces méthodes étant justifiée par les caractéristiques structurales communes
de ces complexes.

La base de données IMGT /3Dstructure-DB se conforme aux régles et au vocabulaire de
IMGT-ONTOLOGY, ce qui lui confére un haut niveau de standardisation, s’étendant de la
description des récepteurs d’antigénes jusqu’aux positions de leurs domaines. Cette stan-
dardisation apparait comme un élément crucial en bioinformatique depuis I'avénement de
techniques expérimentales produisant des quantités importantes de données génomiques,
protéomiques et bientot structurales. De plus des programmes d’annotation partiellement
automatisés sont nécessaires, car les annotateurs, en nombre souvent réduit, n’ont pas la
capacité temporelle de traiter toutes ces informations et car ils doivent pouvoir vérifier,
modifier et/ou orienter I'annotation automatique dans certains cas particuliers. L’archi-
tecture de IMGT/3Dstructure-DB, simple et naturelle, et son programme d’annotation,
souple et entiérement paramétrable, répondent a ces principes. L’annotation automatique
apporte également ’avantage de contribuer a la cohérence des données dans la base de
données. IMGT /3Dstructure-DB a également permis de développer IMGT-ONTOLOGY,
par I'introduction de nouveaux termes de description et par 'amélioration de la numéro-
tation unique des V-DOMAINs, C-DOMAINs et G-DOMAINs. Une description de plus
en plus précise des 1G, TR et MHC, qui sont des protéines hautement polymorphiques,
nécessite en effet un travail d’ajustement constant au vue des nouvelles données de sé-
quence et de structure 3D. L'introduction des RPI dans IMGT/3Dstructure-DB abonde
dans ce sens, les structures 3D apparentées devant permettre de dégager les principes
structuraux primordiaux gouvernant le repliement des domaines V, C et G.

L’analyse des structures 3D de récepteurs d’antigénes (IG, TR et MHC) par comparai-
son manuelle de paires de structures 3D est laborieuse et source d’erreurs. J’ai implémenté
un environnement informatique qui autorise la comparaison de nombreuses structures 3D
simultanément et qui remet automatiquement ces comparaisons a jour a chaque nou-
velle version de IMGT/3Dstructure-DB. Ainsi les domaines de type immunoglobuline
(domaines V et C) ont été comparés au niveau de leur topologie et de ’arrangement spa-
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tial des feuillets. Pour les domaines V, C et G, des alignements structuraux par paires
ont mesuré la variabilité structurale a chaque position et les contacts conservés entre les
positions ont été identifiés. L’arrangement des paires de V-DOMAINs et des paires de
C-DOMAINSs, constituant respectivement 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.
[’arrangement des domaines partenaires dans les récepteurs a été observé de la méme
maniére. Finalement des analyses conformationnelles et de contacts ont été réalisées sur
les interfaces des récepteurs d’antigénes. La comparaison des complexes peptide/MHC et
IG/antigéne permettent de tirer une conclusion quasiment définitive sur les caractéris-
tiques moyennes de ces complexes. Par contre les complexes ternaires TR /peptide/ MHC
étant peu nombreux, leurs caractéristiques communes restent difficiles a discerner. Une in-
terface Internet présente tous ces résultats de facon synthétique avec la possibilité d’avoir
acces a toutes les données. Finalement ces observations globales permettent indirectement
de controler la cohérence des entrées de IMGT /3Dstructure-DB et de détecter éventuel-
lement des défauts d’annotation.

La raison principale qui a motivé le développement de nouvelles techniques de modéli-
sations de complexes peptide/ MHC et TR/peptide/MHC provient de plusieurs demandes
qui m’ont été faites par des immunologistes. En effet les techniques actuelles de prédic-
tion de peptides se liant & un MHC ont recours a de nombreuses approximations et se
fondent pour la plupart uniquement sur la séquence, ce qui conduit a de nombreuses pré-
dictions erronées. Les techniques de modélisation de structures 3D sont par contre trop
lentes pour étre applicables & un grand nombre de peptide/MHC. J’ai donc pris la dé-
cision de m’intéresser & une technique intermédiaire d’obtention rapide de structures 3D
de résolution moyenne, ce qui permet une présélection avant de servir de point de départ
a des techniques de minimisation et de dynamique moléculaire. L’algorithme SCHISMo
de prédiction de chaines latérales réussit a fournir une structure 3D de bonne résolution
en un temps trés court. Une fois sa bibliothéque de chaines latérales chargée en mémoire,
ce qui représente la majeur partie de la durée d’exécution lors de la modélisation d’une
seule structure, un nombre important de peptide/ MHC-II peuvent étre modélisés tres ra-
pidement. Ce temps est d’ailleurs tout a fait compatible avec celui d’un service Web et il
est envisageable de créer un serveur de modélisation de chaines latérales qui permettrait
a un utilisateur d’obtenir la structure 3D d’un peptide/ MHC-II a partir de sa séquence
de peptide et du nom des alléles de MHC-IT a utiliser (les séquences étant déja dans
IMGT/3Dstructure-DB). L’algorithme LLIPA, bien que relativement rapide, ne permet
pas encore un tel développement car la construction des peptide/ MHC-I et des boucles
de TR nécessitent encore plusieurs minutes. Par contre cet algorithme peut étre utilisé de
fagon assez générale pour obtenir un nombre restreint de conformations de boucles, qui
pourraient étre classées aprés minimisation par des logiciels tels que AMBER, CHARMM
ou GROMOS. Finalement les deux algorithmes, SCHISMo et LLIPA, que j’ai dévelop-
pés, peuvent tres facilement étre intégrés dans d’autres algorithmes de modélisation, afin
d’utiliser les représentations simplifiées de chaines latérales et de créer rapidement plu-
sieurs conformations alternatives d’une boucle. Le docking du TR sur un peptide/ MHC,
qui finaliserait la modélisation des structures 3D de TR/peptide/MHC, pourrait utiliser
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la représentation a deux centres dans une premiére étape pour une recherche grossiére
puis la représentation multicentres et tous atomes pour affiner les modéles. Les conforma-
tions multiples des boucles de TR pourront étre utilisées simultanément par une approche
multicopie afin de simuler leur flexibilité.

La création d’une base de données structurale spécialisée, I’obtention de statistiques
sur ses entrées et la création d’algorithmes de modélisation moléculaire adaptés forment
un ensemble cohérent qui peut étre appliqué a d’autres familles de protéines. La stan-
dardisation des descriptions des protéines, de leurs chaines, domaines et positions est
un prérequis essentiel a de telles investigations. IMGT-ONTOLOGY résulte d’'un travail
minutieux qui s’étale sur plus d’une vingtaine d’années et des démarches similaires, bé-
néficiant de cette expérience, peuvent étre adaptées a d’autres problématiques. Les 1G
et les MHC font partie des molécules les plus étudiées structuralement et le nombre im-
portant de leur structures 3D nécessite une automatisation de leur analyses. L’explosion
annoncée du nombre de données structurales engendrera I’apparition de nombreuses bases
de données structurales spécialisées et j'espére que les travaux effectués durant ma thése
pourront servir a leur développement.
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Annexe.

Liste des domaines : page 139.

Liste des partnenaires : page 149.

Liste des récepteurs : page 152.

Liste des IG se liant a des antigeénes différents : page 154.

Liste des structures IG/antigéne : page 157.

Liste des peptide/MHC : page 159.

Liste des structures pour la dérivation de la bibliothéque de SCHISMo : page 167.

Liste des structures pour la dérivation de la bibliothéque de LLIPA : page 168.
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Liste des V-DOMAINs, C-DOMAINs et G-DOMAINs utilisés pour toutes
les analyses de domaines. Pour chaque domaine, le type de récepteur (IG,
TR ou MHC), sa description IMGT (Domaine) et sa résolution(R) est
indiquée.

138



V-DOMAIN

Chaine
12e8 L
ladr L
lad0 A
lail L
laxt L
1b6d A
1bbj L
1bfv L
1bvk A
1bz7 A
lcle L
lebd A
lef8 L
lclo L
ler9 L
1dbi_ L
ldee A
1dn0_ A
1dsf L
1dzb A
leap A
legj L
lek3 A
leo8 L
1f3d J
118t L
1fgv_ L
1fns L
1fve A
lgpo L
1hi6 A
lhyx L
1i8k A

IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG

Domaine

V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA

Effectif total : 473

R
1,90
2,10
2,50
2,80
2,15
2,74
3,10
2,10
2,70
2,50
1,90
2,40
2,70
2,10
2,00
2,00
2,70
2,28
2,20
2,00
2,50
2,80
1,90
2,80
1,87
2,20
1,90
2,00
2,20
1,95
2,55
1,80
1,80

Chaine
la2y A
la6t A
lad9 A
laif A
1bOw__A
1baf L
1bfo A
1bjl J
lbww A
lel2 A
lede L
lcel L
lcic A
lelz L
let8 A
1dbb_L
1dfb_L
ldgl L
ldvf C
ledx L
leeq A
lejo L
lemt L
lezv Y
158 L
1fe8 L
1fj1 A
1fsk_ B
1g9m L
1hod A
1hil A
1i7z_A
119r L

IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG

Domaine

V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA

R
1,50
2,70
2,80
2,90
1,80
2,90
2,60
2,40
1,70
2,60
1,61
1,90
2,50
2,80
2,20
2,70
2,70
2,60
1,90
1,90
1,50
2,30
2,25
2,30
2,00
2,03
2,68
2,90
2,20
2,00
2,00
2,30
3,10

Suite de la table a la page suivante

139



Suite de la table a la page précédente

Chaine
liai L
lige L
likf L
ligw_L
1j05 A
ljgu L
1jnl L
ljrh L
lker L
lkev L
lken L
17t L
1lmk A
1lo4 L
Imhp L
Imju_ L
1In0x L
Inca L
Inlb_ L
Insn_ L
lop3_ K
losp L
1p7k A
1pzh A
lgfw L
1r0a_ L
1rhh A
1rjl A
1rz7 L
1s3k L
1seq L
1t3f A
1tjg L
1tzg L
luac_ L
lumb L
luwg L
luz8 A

IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG

Domaine

V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA

2,90
2,60
2,50
2,50
1,50
1,80
3,00
2,80
2,90
1,80
3,50
2,10
2,60
2,40
2,80
1,22
1,80
2,50
1,60
2,90
1,75
1,95
1,75
1,80
3,50
2,80
1,90
2,60
2,00
1,90
1,78
2,00
2,00
2,20
1,70
1,60
2,79
1,80

Chaine
libg L
ligm L
ligd A
1it9 L
1jfq L
1jhl L
ljps L
1k6q L
lkcu L
lkel L
17 L
11k3 L
1100 L
lmex L
Imim_ L
Imgk L
lnak L
Incw L
Inmb L
lobl A
lors_ A
lots D
1psk L
1q9r A
lgfw_M
1r3j A
1rih L
Irur L
1rzg B
1sbs L
1sy6 L
1tdk A
1tgb C
1tzi A
lub6 B
luwe L
luwx K
Ivim L

IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG

Domaine

V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA

R
2,70
2,30
2,00
2,80
1,90
2,40
1,85
2,40
2,20
1,90
1,80
1,91
2,00
1,25
2,60
1,28
2,57
1,30
2,50
2,90
1,90
2,51
2,80
1,45
3,50
1,90
2,50
1,50
2,00
2,00
2,10
2,50
2,55
2,80
212
2,67
2,20
2,51

Suite de la table a la page suivante
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Chaine
lvge L
lwts C
I1xgy L
lyqv_L
2adg_ A
2ck0 L
2imm -
32c2 A
43c9_ A
1bjm A
1jn6 A
11l A
Imfa -
Inj9 A
loaq L
lrzf L
2¢d0_ A
2meg 1
8fab A
la2y B
la6t B
ladq H
lail H
lagk H
layl H
1b4j H
1bbd H
1bfv H
1bln B
1bz7 B
1c12_B
lebe H
lcel H
lcic B
lely H
1ct8 B
1dbb_H
1dfb H

IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG

Domaine
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-LAMBDA
V-LAMBDA
V-LAMBDA
V-LAMBDA
V-LAMBDA
V-LAMBDA
V-LAMBDA
V-LAMBDA
V-LAMBDA
V-LAMBDA
VH

VH

VH

VH

VH

VH

VH

VH

VH

VH

VH

VH

VH

VH

VH

VH

VH

VH

VH

2,00
2,10
2,71
1,70
2,50
2,20
2,00
3,00
2,20
2,20
2,70
2,65
1,70
2,35
1,50
1,70
1,80
2,00
1,80
1,50
2,70
3,15
2,80
1,84
2,20
2,90
2,80
2,10
2,80
2,50
2,60
1,61
1,90
2,50
2,50
2,20
2,70
2,70

Chaine
lwej L
lwtl A
lynl L
2a77 L
2brr_ L
2fbj L
2imn -
3fct A
lagk L
led0 A
1jvk A
Ilmew W
Infd E
Inl0_L
1qlj L
w72 L
2fb4 L
2rhe -
12e8 H
ladj B
lad9 B
lae6 H
laif B
laxt H
1b2w_H
1baf H
1bfo B
1bjl1 H
1bvk B
1bzq_ K
lcle H
lebd B
lef8 H
lclo H
ler9 H
1dbi_H
ldee B
1dl7 H

IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG

Domaine
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-KAPPA
V-LAMBDA
V-LAMBDA
V-LAMBDA
V-LAMBDA
V-LAMBDA
V-LAMBDA
V-LAMBDA
V-LAMBDA
V-LAMBDA
V-LAMBDA
VH

VH

VH

VH

VH

VH

VH

VH

VH

VH

VH

VH

VH

VH

VH

VH

VH

VH

VH

VH

R
1,80
1,90
1,70
1,80
1,95
1,95
1,97
2,40
1,84
1,90
1,94
3,50
2,80
2,20
2,50
2,15
1,90
1,60
1,90
2,10
2,80
3,00
2,90
2,15
2,90
2,90
2,60
2,40
2,70
2,80
1,90
2,40
2,70
2,10
2,00
2,00
2,70
2,35
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Suite de la table a la page précédente

Chaine
1dlf H
ldgqd H
1dqq B
1dvf D
le6o H
legj H
lejo H
leo8 H
lezv_ X
1f2x K
1faw H
18t H
1fbi H
1fgv_ H
1fig H
1fns H
1fpt H
1fsk C
1g9m H
lggb H
lgig H
1h0d B
lhev -
1hil B
li3v_A
1i8k B
liai H
lige H
ligj B
ligy B
11 A
ligd B
1it9 H
ljgu H
1jn6_ B
1jps_H
ljtp_A
1k6q H

IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG

Domaine
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH

R
1,45
2,10
1,80
1,90
1,80
2,80
2,30
2,80
2,30
2,10
2,30
2,20
3,00
1,90
3,00
2,00
3,00
2,90
2,20
2,80
2,30
2,00
1.85
2,00
2,03
1,80
2,90
2,60
2,50
3,20
2,20
2,00
2,80
1,80
2,70
1,85
1,90
2,40

Chaine
1dn0 B
1dgql H
1dsf H
ledx H
leap B
lehl H
lemt H
letz B
1f11_B
1f3d_H
158 H
1fai H
1fe8 H
1th5 H
1fj1_B
1for H
1frg H
1fve B
lgat H
1ght H
lgpo H
1h3p H
1hi6 B
lhyx H
1i7z_ B
119r H
libg H
ligf H
ligm H
1ikf H
lind H
ligw H
1j05 B
1jhl H
1jnl H
1jrh H
1jvd B
1kb5 H

IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG

Domaine
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH

R
2,28
2,60
2,20
1,90
2,50
2,40
2,25
2,60
3,00
1,87
2,00
2,70
2,03
2,90
2,68
2,75
2,80
2,20
1,95
2,70
1,95
2,60
2,55
1,80
2,30
3,10
2,70
2,80
2,30
2,50
2,20
2,50
1,50
2,40
3,00
2,80
2,20
2,50
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Chaine
lkcu H
lkel H
1kfa H
1kxq E
lkxv_D
17t H
1lmk A
1lo4 H
Imep H
Imfb_H
Imim H
Imju H
Imgk H
Imvf A
InOx_H
Inak H
Inc2 D
Incw H
Infd F
1nj9 B
Inlb H
Inmb H
loaq H
lohq_ A
lop3 H
lopg H
losp H
1p2¢ B
1p7k B
1pkq B
1psk H
1q0x H
1q72 H
1g9w B
1qfu H
1gkz_ H
1r0a_H
1rhh B

IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG

Domaine
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH

R
2,20
1,90
2,80
1,60
1,60
2,10
2,60
2,40
2,70
2,10
2,60
1,22
1,28
1,65
1,80
2,57
2,10
1,30
2,80
2,35
1,60
2,50
1,50
2,00
1,75
2,00
1,95
2,00
1,75
3,00
2,80
1,60
1,70
1,75
2,80
1,95
2,80
1,90

Chaine
lkev H
lken H
1ktr H
lkxt B
1171 H
11k3 H
1100 H
Imco H
lmex H
Imhp H
1mj8 H
Imnu H
Imre H
lmvu_ B
Indx H
Inbv_H
Inca H
Indg B
Ingz B
1nl0_H
Inld H
Insn H
lobl B
lol0 A
lop9_ A
lors B
lots C
1p4db H
1pg7 X
1plg H
1pz5 B
1qlj H
1q9r B
1qd0_A
lgfw 1
lqok A
1r3j B
1ri8 A

IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG

Domaine
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH

R
1,80
3,50
2,70
2,00
1,80
1,91
2,00
3,20
1,25
2,80
1,75
2,50
2,30
1,78
1,70
2,00
2,50
1,90
1,60
2,20
2,90
2,90
2,90
1,80
1,86
1,90
2,51
2,35
2,50
2 80
1,80
2,50
1,45
2,50
3,50
2,40
1,90
1,85

Suite de la table a la page suitvante
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Chaine
1Irih H
1rjl B
lrur H
1s3k H
1seq H
1sy6 H
1t2q H
1tdk B
1tet H
1tgb B
1tzg H
1tzi B
luba H
lubb A
lumd H
luwg H
luz8 B
lves A
w72 _H
Iwth A
Ixgy H
lyc7 A
lyee H
lyjd H
lyqv_H
lyy8 B
1ztx H
2a77 H
2ai0 I
2ck0_H
2fbj H
2hlp H
2jel H
32c2 B
6fab H
lac6 A
1b88 A
1d9%k A

IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG

TR V-ALPHA
TR V-ALPHA
TR V-ALPHA

Domaine
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH
VH

2,50
2,60
1,50
1,90
1,78
2,10
1,83
2,50
2,30
2,55
2,20
2,80
2,81
2,00
1,60
2,79
1,80
2,18
2,15
2,10
2,71
1,60
2,20
2,70
1,70
2,00
2,50
1,80
2,20
2,20
1,95
2,40
2,50
3,00
1,90
2,30
2,50
3,20

Chaine
1rjc A
1rmf H
1rz7 H
1sbs H
1sm3 H
1t2j A
1t3f B
1t66 D
1tjg H
1txv_H
1tzh B
lu0q A
luac H
1uj3_B
luwe H
luwx_ H
lvim H
lvge H
lwej H
1x9q A
Ixiw_D
lyed B
lyej H
lynl H
lyuh B
1za3 B
25c8 H
2adg B
2brr H
2fb4 H
2gtb B
2hrp H
2pcp B
43¢9 B
8fab B
lao7 D
1bd2 D
1h5b A

IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
TR
TR
TR

Domaine
VH

VH

VH

VH

VH

VH

VH

VH

VH

VH

VH

VH

VH

VH

VH

VH

VH

VH

VH

VH

VH

VH

VH

VH

VH

VH

VH

VH

VH

VH

VH

VH

VH

VH

VH
V-ALPHA
V-ALPHA
V-ALPHA

R
1,40
2,80
2,00
2,00
1,95
1,50
2,00
2,30
2,00
2,75
2,60
1,60
1,70
2,10
2,67
2,20
2,51
2,00
1,80
1,50
1,90
3,10
1,85
1,70
3,00
3,35
2,00
2,50
1,95
1,90
3,00
2,20
2,20
2,20
1,80
2,60
2,50
1,85

Suite de la table a la page suivante
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Chaine Domaine R Chaine Domaine R
1j8h D TR V-ALPHA 2,40 1jtr A TR V-ALPHA 2,40
1kb5 A TR V-ALPHA 2,50 11p9 E TR V-ALPHA 2,00
Ilnam A TR V-ALPHA 2,70 Infd A TR V-ALPHA 2,80
loga D TR  V-ALPHA 1,40 ludh A TR V-ALPHA 2,42

92akd D TR V-ALPHA 250 1lao7 E TR V-BETA 2,60
1bd2 E TR V-BETA 250 lbec - TR V-BETA 1,70
1j8h E TR V-BETA 240 ljtr B TR V-BETA 2,40
kb5 B TR V-BETA 250 lkgc E TR V-BETA 1,50
lktk E TR V-BETA 300 1p9 F TR V-BETA 2,00
lnam B TR V-BETA 270 Infd B TR V-BETA 2,80
loga E TR V-BETA 1,40 1u3h B TR V-BETA 2,42
lymm E TR V-BETA 350 2ak4 E TR V-BETA 2,50

lhxm A TR V-DELTA 3,12 1tvd A TR V-DELTA 1,90
lhxm B TR V-GAMMA 3,12

C-DOMAIN Effectif total : 77
Chaine Domaine R Chaine Domaine R
1bfo A IG C-KAPPA 2,60 1lcbe L IG C-KAPPA 1,61
lcbd A IG C-KAPPA 2,40 lkev_ L 1IG  C-KAPPA 1,80
Imju_L IG C-KAPPA 1,22 1q72_ L.  1G  C-KAPPA 1,70
1tdk A IG C-KAPPA 2,50 lumb L 1IG  C-KAPPA 1,60
2hmi C IG C-KAPPA 2,80 lagk L. IG C-LAMBDA 1,84
Inc2 C IG C-LAMBDA 2,10 Infd E IG C-LAMBDA 2380
1pg7 W 1IG  C-LAMBDA 2,50 1q0x L 1IG  C-LAMBDA 1,60

ldee B IG CH1 2,70 1hod B IG CH1 2,00
1h3p H 1IG CH1 2,60 lkev_. H IG CH1 1,80
Incw H 1G CHI 1,30 Infd F 1IG CH1 2,80
Ingz B IG CH1 1,60 lots C IG CH1 2,51
1pzb B IG CH1 1,80 1q72 H 1G CH1 1,70
1sy6 H IG CHI 210 1uj3 B IG CHI 2.10
lwej H IG CHI 1,80 1lynl H IG CH1 1,70
2tbj H IG CH1 1,95 2pcp B IG CH1 2,20
ledk A IG CH2 3,20 lhzh H 1G  CH2 2,70
lile A IG CH2 2,70 ligt B IG CH2 2,80
ligy B IG CH2 3,20 loOv_A IG CH2 2,60
low) A IG CH2 310 1hzh H IG CHS3 2,70
lile_ A IG CH3 2,70 ligt B IG CH3 2,80
ligy B IG CH3 3,20 loOv A I1G CH3 2,60

Suite de la table a la page suivante
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Chaine

low0 A IG
1f6a B IG
1fne A MHC
1frt A MHC
1fvl B MHC
1jpf A MHC
1k8i B MHC
lkjv. B MHC
11d9 A MHC
Imhe_ A MHC
loga. A MHC
1r3h A MHC
ludh C  MHC
luvg_ A MHC
lydp A MHC
Ijtr A TR
lbec - TR
lhxm B TR

G-DOMAIN

Chaine

lesO A MHC
1fne A MHC
1jk8 A MHC
1k2d A MHC
Irbi A MHC
Isje A MHC
2seb A MHC
1bii A MHC
lefx A MHC
1frm A MHC
lidf A MHC
Ljuf A MHC
1k8d A  MHC
1kjv_ A MHC
11d9 A MHC
Im6o_A MHC
Inez A MHC

Domaine
CH3

CH4
C-LIKE
C-LIKE
C-LIKE
C-LIKE
C-LIKE
C-LIKE
C-LIKE
C-LIKE
C-LIKE
C-LIKE
C-LIKE
C-LIKE
C-LIKE
C-ALPHA
C-BETA-1

C-GAMMA-1

Domaine
G-ALPHA
G-ALPHA
G-ALPHA
G-ALPHA
G-ALPHA
G-ALPHA
G-ALPHA
G-ALPHAL1
G-ALPHA1
G-ALPHA1
G-ALPHA1
G-ALPHAL1
G-ALPHA1
G-ALPHA1
G-ALPHA1
G-ALPHA1
G-ALPHA1

R
3,10
3,50
1,90
4,50
1,90
2,18
3,10
1,48
2,40
2,10
1,40
2,50
2,42
1,80
1,90
2,40
1,70
3,12

Effectif total : 89

R
2,60
1,90
2,40
2,20
2,60
2,45
2,50
2,40
3,00
1,80
1,40
2,00
2,30
1,48
2,40
1,60
2,10

Chaine
1pfe -
lefx A
1fne B
1fvl A
1jk8 B
1k8i A
1kjv A
lkpr A
11k2 B
Inez A
1qo3 A
1tOn A
ludh D
lvgk A
1zhl B
loga D
loga E

Chaine
113 A
liak A
1j14 A
Imuj A
1s9v_A
luvg A
lagd A
le27 A
1frt A
lhsb A
1im9 A
1kbn A
1kjm A
lkpr A
11k2 A
Imhe A
1r3h A

IG
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
TR
TR

MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC

Domaine
CH3
C-LIKE
C-LIKE
C-LIKE
C-LIKE
C-LIKE
C-LIKE
C-LIKE
C-LIKE
C-LIKE
C-LIKE
C-LIKE
C-LIKE
C-LIKE
C-LIKE
C-ALPHA
C-BETA-2

Domaine
G-ALPHA
G-ALPHA
G-ALPHA
G-ALPHA
G-ALPHA
G-ALPHA
G-ALPHA1
G-ALPHA1
G-ALPHA1
G-ALPHA1
G-ALPHAL1
G-ALPHAL1
G-ALPHAL1
G-ALPHA1
G-ALPHA1
G-ALPHA1
G-ALPHAL1

R
3,12
3,00
1,90
1,90
2,40
3,10
1,48
2,80
1,35
2,10
2,30
1,80
2,42
2,06
1,50
1,40
1,40

R
3,10
1,90
4,30
2,15
2,22
1,80
2,05
2,20
4,50
1,90
2,80
1,09
2,35
2,80
1,35
2,10
2,50
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Chaine
1tlw A
w72 A
1xh3 A
lydp A
1e27 A
1frt A
lhsb A
1kbn A
1kjm A
lkpr A
11k2 A
1m6o A
lnez A
1qqd A
Itmec_A
w72 _A
1x7q A
1xr9 A
2bvp A
1d5z_ B
lesO_ B
1fvl B
1jk8 B
1klu_B
1lnu_B
1s9v_B
luvq B
2iad B

MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC

Domaine
G-ALPHA1
G-ALPHA1
G-ALPHA1
G-ALPHA1
G-ALPHA2
G-ALPHA2
G-ALPHA2
G-ALPHA2
G-ALPHA2
G-ALPHA2
G-ALPHA2
G-ALPHA2
G-ALPHA2
G-ALPHA2
G-ALPHA2
G-ALPHA2
G-ALPHA2
G-ALPHA2
G-ALPHA2
G-BETA
G-BETA
G-BETA
G-BETA
G-BETA
G-BETA
G-BETA
G-BETA
G-BETA

2,20
2,15
1,48
1,90
2,20
4,50
1,90
1,09
2,35
2,80
1,35
1,60
2,10
2,70
2,30
2,15
1,45
1,79
1,35
2,00
2,60
1,90
2,40
1,93
2,50
9,29
1,80
2,40
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Chaine
lvgk A
1x7q A
1xr9 A
2bvp A
lefx A
1fzk A
lidf A
1k8d A
1kjv_A
11d9_A
Im05 A
Imhe A
1qo3 A
Itlw_A
lvgk A
Iwbx A
1xh3 A
lydp A
laba B
1d9k D
113 B
liak B
1k8i B
1ktd B
1r5v_B
ludh D
lymm B

MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC

Domaine
G-ALPHAL1
G-ALPHA1
G-ALPHAL1
G-ALPHA1
G-ALPHA2
G-ALPHA2
G-ALPHA2
G-ALPHA2
G-ALPHA2
G-ALPHA2
G-ALPHA2
G-ALPHA2
G-ALPHA2
G-ALPHA2
G-ALPHA2
G-ALPHA2
G-ALPHA2
G-ALPHA2
G-BETA
G-BETA
G-BETA
G-BETA
G-BETA
G-BETA
G-BETA
G-BETA
G-BETA

R
2,06
1,45
1,79
1,35
3,00
1,70
1,40
2,30
1,48
2,40
1,90
2,10
2,30
2,20
2,06
1,90
1,48
1,90
2,75
3,20
3,10
1,90
3,10
2,40
2,50
9 42
3,50



Liste des V-PARTNER et C-PARTNER utilisés lors de I’analyse de ’ar-
rangement des domaines dans les V-PARTNER et C-PARTNER. Le type
de récepteur (IG ou TR), la description IMGT (Partner) et la résolution
cristallographique (R) sont indiquées.
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V-PARTNER

Chaine
12e8
la2y
1abt
lad9
laif
1b2w
1bbj
1bfv
1bvk
1c12
1chd
1cic
1ct8
1dbb
1dn0O
1dsf
le6o
legj
lezv
1fgv
1fns
1fve
lgpo
1i7z
1i9r
libg
ligm
ligw
1j05
1jps
1kcu
lken
117t

IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG

Partner

VH_ V-KAPPA
VH_ V-KAPPA
VH V-KAPPA
VH V-KAPPA
VH_ V-KAPPA
VH_ V-KAPPA
VH_ V-KAPPA
VH V-KAPPA
VH V-KAPPA
VH V-KAPPA
VH_ V-KAPPA
VH_ V-KAPPA
VH V-KAPPA
VH V-KAPPA
VH V-KAPPA
VH_ V-KAPPA
VH_ V-KAPPA
VH V-KAPPA
VH V-KAPPA
VH V-KAPPA
VH_ V-KAPPA
VH_ V-KAPPA
VH_ V-KAPPA
VH V-KAPPA
VH V-KAPPA
VH_ V-KAPPA
VH_ V-KAPPA
VH_ V-KAPPA
VH V-KAPPA
VH V-KAPPA
VH V-KAPPA
VH_ V-KAPPA
VH_ V-KAPPA

Effectif total : 142

R
1,90
1,50
2,70
2,80
2,90
2,90
3,10
2,10
2,70
2,60
2,40
2,50
2,20
2,70
2,28
2,20
1,80
2,80
2,30
1,90
2,00
2,20
1,95
2,30
3,10
2,70
2,30
2,50
1,50
1,85
2,20
3,50
2,10

Chaine

15¢8 1IG
labf  IG
lad0 IG
lail IG
laxt IG
1baf IG
1bfo  IG
1bln IG
1bz7 IG
lcle 1IG
1cel 1G
1clo 1G
1d51 IG
ldee IG
ldgd IG
1dzb 1IG
leap 1G
leo8 IG
158 IG
1fj1 IG
1fsk I1G
1g9m IG
lhyx 1G
1i8i IG
liai IG
lige IG
1ikf I1G
1it9 1G
1jhl IG
1k6q IG
1kel IG
1171 I1G
11k3  1IG

Partner

VH_ V-KAPPA
VH_ V-KAPPA
VH V-KAPPA
VH V-KAPPA
VH_ V-KAPPA
VH_ V-KAPPA
VH_ V-KAPPA
VH V-KAPPA
VH V-KAPPA
VH V-KAPPA
VH_ V-KAPPA
VH_ V-KAPPA
VH V-KAPPA
VH V-KAPPA
VH V-KAPPA
VH_ V-KAPPA
VH_ V-KAPPA
VH V-KAPPA
VH V-KAPPA
VH V-KAPPA
VH_ V-KAPPA
VH_ V-KAPPA
VH_ V-KAPPA
VH V-KAPPA
VH V-KAPPA
VH_ V-KAPPA
VH V-KAPPA
VH V-KAPPA
VH V-KAPPA
VH V-KAPPA
VH V-KAPPA
VH_ V-KAPPA
VH_ V-KAPPA

R
2,50
2,80
2,50
2,80
2,15
2,90
2,60
2,80
2,50
1,90
1,90
2,10
2,00
2,70
2,10
2,00
2,50
2,80
2,00
2,68
2,90
2,20
1,80
2,40
2,90
2,60
2,50
2,80
2,40
2,40
1,90
1,80
1,91

Suite de la table a la page suivante
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Chaine
1100
Imcp
Imim
Imvu
1ndx
1nlb
lop3
losp
1p7k
199w
1gfw
layg
1rhh
1rjl
1rz7
1s3k
1seq
1t2q
1tjg
Tum4
1uz8
1wej
Ixgy
lyqv
1za3
2ail)
2ck0
32c2
6fab
letz
1mfb
1qlj
2fb4
lao7
1jtr
11p9
loga
2ak4

IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG

Partner

VH V-KAPPA
VH V-KAPPA
VH V-KAPPA
VH_ V-KAPPA
VH_ V-KAPPA
VH V-KAPPA
VH V-KAPPA
VH V-KAPPA
VH_ V-KAPPA
VH_ V-KAPPA
VH V-KAPPA
VH V-KAPPA
VH V-KAPPA
VH_ V-KAPPA
VH_ V-KAPPA
VH_ V-KAPPA
VH V-KAPPA
VH V-KAPPA
VH_ V-KAPPA
VH_ V-KAPPA
VH_ V-KAPPA
VH V-KAPPA
VH V-KAPPA
VH_ V-KAPPA
VH_ V-KAPPA
VH_ V-KAPPA
VH V-KAPPA
VH V-KAPPA
VH V-KAPPA

VH_V-LAMBDA
VH_ V-LAMBDA
VH V-LAMBDA
VH V-LAMBDA
TR V-ALPHA V-BETA
TR V-ALPHA V-BETA
TR V-ALPHA V-BETA
TR V-ALPHA V-BETA
TR V-ALPHA V-BETA

2,00
2,70
2,60
1,78
1,70
1,60
1.75
1,95
1,75
1,75
3,50
1,81
1,90
2,60
2,00
1,90
1,78
1,83
2,00
1,80
1,80
1,80
2,71
1,70
3,35
2,20
2,20
3,00
1,90
2,60
2,10
2,50
1,90
2,60
2,40
2,00
1,40
2,50

Chaine Partner

1lo4 IG VH V-KAPPA
Imhp IG VH V-KAPPA
Imgk IG VH V-KAPPA
In0x IG VH_ V-KAPPA
Incw IG VH_ V-KAPPA
lobl IG VH V-KAPPA
lopg IG VH V-KAPPA

lots IG VH V-KAPPA

1psk  IG VH_ V-KAPPA

1gfu IG VH_ V-KAPPA
lqgfw IG VH V-KAPPA

1r0a  IG VH V-KAPPA

1rih  IG VH V-KAPPA

Irur  IG VH_V-KAPPA

1rzg IG VH_ V-KAPPA

1sbs IG VH _ V-KAPPA

1sy6 IG VH V-KAPPA

1tdk  IG VH V-KAPPA
lub6 IG VH_ V-KAPPA
luwx IG VH_ V-KAPPA
lvge IG VH_ V-KAPPA
lwtdb IG VH V-KAPPA

lyej IG VH V-KAPPA
lyy8 IG VH_ V-KAPPA

1ztx  IG VH_ V-KAPPA

2brr - IG VH_V-KAPPA
2hrp IG VH V-KAPPA
43¢9 IG VH V-KAPPA
lagk IG VH V-LAMBDA
1jn6 IG VH _ V-LAMBDA
1nj9 IG VH_ V-LAMBDA
w72 1G VH V-LAMBDA
8fab IG VH V-LAMBDA
1bd2 TR V-ALPHA V-BETA
1kb5 TR V-ALPHA V-BETA
Ilnam TR V-ALPHA V-BETA
1udh TR V-ALPHA V-BETA
1hxm

R
2,40
2,80
1,28
1,80
1,30
2,90
2,00
2,51
2,80
2,80
3,50
2,80
2,50
1,50
2,00
2,00
2,10
2,50
92,12
2,20
2,00
2,10
1.85
2,00
2,50
1,95
2,20
2,20
1,84
2,70
2,35
2,15
1,80
2,50
2,50
2,70
9,42

TR V-GAMMA V-DELTA 3,12
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Effectif total : 32

R
2,28
1,91
2,50
2,80
2,80
2,60
2,50
2,60
2,70
3,20
3,50
1,90
2,40
3,10
2 42

C-PARTNER

ID Partner

1dn0 IG CH1 C-KAPPA
11k3 IG CH1 C-KAPPA
1t4k 1G CH1_ C-KAPPA
1za6 1IG CH1_ C-KAPPA
2hmi IG CH1 C-KAPPA
letz IG CH1 C-LAMBDA
1pg7 1G CH1 C-LAMBDA
loOv IG CH2 CH2

lile 1G CH3 CHS3

ligy 1G CH3 CHS3

1fea IG CH4 CH4

1fvl MHC C-LIKE C-LIKE
1jk8 MHC C-LIKE C-LIKE
1k8& MHC C-LIKE C-LIKE
1udh MHC C-LIKE C-LIKE
1jtr TR C-ALPHA C-BETA-1 2,40
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1D
lkev
1q72
lumb
2fbj
ladq
1nfd
1q0x
1hzh
ligt
low0
1fne
1hdm
1jpf
1kjv
1zhl
loga

IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
MHC
MHC
MHC
MHC
MHC
TR

Partner

CH1 C-KAPPA
CH1 C-KAPPA
CH1_C-KAPPA
CH1_ C-KAPPA
CH1 C-LAMBDA
CH1 C-LAMBDA
CH1 C-LAMBDA
CH3 CHS3

CH3 CHS3

CH3 CHS3
C-LIKE C-LIKE
C-LIKE C-LIKE
C-LIKE C-LIKE
C-LIKE C-LIKE
C-LIKE C-LIKE

R
1,80
1,70
1,60
1,95
3,15
2,80
1,60
2,70
2,80
3,10
1,90
2,50
2,18
1,48
1,50

C-ALPHA C-BETA-2 1,40



Liste des structures de Fab d’IG, IG, TR et MHC utilisées lors de ’analyse
des récepteurs. Pour chaque structure la résolution cristallographique (R)

est indiquée.

FAB
1D
12e8
lad0
lail
1b4j
1bz7
1cic
1d5i
ldqq
leo8
1£58
11j1
1fsk
1h0d
libg
lind
1jn6
1kfa
1lo4
Imju
Incw
lorq
1p7k
1q1j
1r0a
1rjl
1rzi
1sy6
1txv
Tum4
1wej
lynl
1ztx
2tbj
32¢2

1,90
2,50
2,80
2,90
2,50
2,50
2,00
1,80
2,80
2,00
2,68
2,90
2,00
2,70
2,20
2,70
2,80
2,40
1,22
1,30
3,20
1,75
2,50
2,80
2,60
2,90
2,10
2,75
1,80
1,80
1,70
2,50
1,95
3,00

ID
15c¢8
lad9
laif
1baf
1cl12
1clo
1dbb
1e6j
letz
118t
1115
1fvd
1hyx
lige
ligw
1kbb
1171
lmcp
Imnu
1nj9
lors
1pg7
1q9r
1r24
1rmf
183k
1t2q
1tzh
luwx

Ixgy
lyqv
2alw
2h1p
3hfm

Effectif total : 171

R
2,50
2,80
2,90
2,90
2,60
2,10
2,70
3,00
2,60
2,20
2,10
2,50
1,80
2,60
2,50
2,50
1,80
2,70
2,50
2,35
1,90
2,50
1,45
3,10
2,80
1,90
1,83
2,60
2,20
2,71
1,70
2,70
2,40
3,00

1D
ladr
ladq
lagk
1bbj
1cle
lcly
ldee
leap
1f11
1fai
1fns
1g9m
1i77
ligf
1it9
1kcu
117t
1mfb
1n0x
1nlb
losp
1plg
1qfu
1r3;j
lrur
1sbs
1t4k
1u6a
1uz8
lyed
lyuh
2brr
2hrp
4fab

R
2,10
3,15
1,84
3,10
1,90
2,50
2,70
2,50
3,00
2,70
2,00
2,20
2,30
2,80
2,80
2,20
2,10
2,10
1,80
1,60
1,95
2,80
2,80
1,90
1,50
2,00
2,50
2,81
1,80
3,10
3,00
1,95
2,20
2,70

1D
labf
lae6
laxt
1bfo
lcbd
lclz
1dn0
legj
1£3d
1fbi
1fpt
1gaf
1i9r
ligi
1jgl
1kel
11k3
Imhp
1nbv
lobl
lots
1psk
1qkz
1rhh
1rz7
1seq
1t66
1lubb
lvge
lyej
lyy8
2¢ck0
2jel
6fab

R
2,80
3,00
2,15
2,60
2,40
2,80
2,28
2,80
1,87
3,00
3,00
1,95
3,10
2,70
2,15
1,90
1,91
2,80
2,00
2,90
2,51
2,80
1,95
1,90
2,00
1,78
2,30
2,00
2,00
1.85
2,00
2,20
2,50
1,90

1D
la6t
lahw
1b2w
1bln
1cel
1ct8
1dqd
lehl
1fdw
1fig
1frg
1gig
liai
1ikf
ljgu
lken
1100
1mim
Inc2
lopg
1p2c
1q0x
layg
1rih
1rzg
1sm3
1tjg
1uj3
1w72
lyjd
1za3
2tb4
2pcp
8fab

2,70
3,00
2,90
2,80
1,90
2,20
2,10
2,40
2,30
3,00
2,80
2,30
2,90
2,50
1,80
3,50
2,00
2,60
2,10
2,00
2,00
1,60
1,81
2,50
2,00
1,95
2,00
2,10
2,15
2,70
3,35
1,90
2,20
1,80
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IG
ID R
1hzh 2,70

TR
D R
ljtr 2,40

MHC-I

ID R
1frt 4,50
1kpr 2,80
1vgk 2,06

MHC-II
ID R
1f3; 3,10
1klu 1,93

Effectif total : 3
ID R ID R
ligt 2,80 ligy 3,20

Effectif total : 5
ID R ID R
11p9 2,00 loga 1,40

Effectif total : 12
ID R ID R
1i4f 1,40 1k5n 1,09
11k2 1,35 1mhe 2,10
lydp 1,90

Effectif total : 7
ID R ID R
1fne 1,90 1hdm 2,50
1u3dh 2,42

153

ID R
1grn 2,80

1D R
1k8d 2,30
Inez 2,10

D R
15k8 2,40

ID R
2ak4 2,50

D R
1kjv 1,48
1r3h 2,50

D R
1k8i 3,10



Liste des IG utilisés lors de ’analyse de ma flexibilité des CDR lors de
la liaison IG/antigéne. Les identifiant des structures (ID) avec une étoile
correspondent aux structures ne présentant pas d’antigéne (forme apo).

1G IDs
10E5 1txv 1ty3
10G6D6 1jn6* 1jnh
13B5 le60o* 1e6]
1696 Indx* 1jp5
17-1a 1for* 1rvf

17/9 Thil* 1ifh
17E12E5 1jnl* 1jnn
19D9D6 Inlb* 1n64
19G2 lub6* 1113

1D4 1jgv* 1jgu
21D8-chimeric 1e5b* 1cbe
26-10 ligi* ligj

28 2hmi 1n5y

K5 2f5a* 1tjg 2f5b 1u91
39-A11 1adj* 1adk
3D6 1dfb* 1obe
3F4 ler9* 1cud
4-4-20 1flr 4fab

4155 1bfv* lefv
43C9 43¢9* 43ca
48G7 lgaf* 1aj7

4C4 lezv lejo

50.1 lggbh* 1ggi
57-2 1jhk* 1jgl

58.2 158 3f58 2f58
99.1 lacy lail

5C8 15¢8%* 35¢8 25¢8
5G9 1fgn* lahw

77 17t* 117s
7G12 Ingy* In7m Ingx
8F5 1bbd* 1a3r
9B1 1q0y 1q0x
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IG

IDs

9D9

AL2 6E>7 P9>G
AZ-28 precursor-chimeric
Anti-Testosterone
B1-8

B1312

Bv04-01

C219
CETUXIMAB
Cab-CA05
Campath-1H
Ch41

Cha255
Cnj206
D1.3
D2.3

D3H44
D44.1
DNA-1
Db3

E8
F11.2.32
Fab131
Fab28
HULYS11
Hemagglutinin neutralising IG
Hyhel-10
Hyhel-5
Hyhel-63
Lnkb-2
M82G2
MS5-393
MS6-12
McPC603

11o4* 1103 1100 1102
1h80* 1h8s

1d5i* 1d6v

1i9i* 1i9]

la6u™ la6v labw
ligf* 2igf

Inbv* 1cbv

lap2* 2ap2

lyy8* 1yy9

142x* 1g6v

1bey* 1cel

lefg® 1hh9 1hh6 1hi6 lcfn
left 1cfs 1bog

line lind

2¢fb* 1kno

lcic* 1vfb

lyeh* 1lyec lyej lyek lyef
1kn4 1kn2 lyei lyeg
1jpt* 1jps

1mlb* Imlc

1i8m* 1xf2

2dbl 1dbk 1dbj 1dba 1dbb
1dbm

1gbl* 1wej

1mf2* 2hrp

2ck0 3ck0

1j50 1r0a

1bvl* 1bvk

2vis 2vit 2vir

1hfm* 3hfm

3hil 2iff 1bql

1dgqm™* 1dgqj

1£8t* 190

lqyg* 1q72

Imie* 1mj7

Imju® 1mjj

Imcep* 2mep
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IG IDs

Mcg Idel* 1mck 1men  Imecl
Imced 1mej 1mei Imef 1mce
Imce Imeb Imeq 1mer 1a8§j

Mn12H2 Imnu* Tmpa

N1G9 Ingq™ Ingp

NC10 lal4 Inmc

NC41 Inca 1nce 1ncb

NC6.8 legs™ 1ynl 2cgr

PC282 1kev* Tkes

PC287 Tkcu* 1ke5

S-20-4 1fdw* 1f4x

S25-2 1q9k* 1q9v 1q9r 1q9w 1q9q

SPE-7 loaq* loax loau loaz

Sya/J6 1lm71* 1pz5

Tp7 layl* 1bgx
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Liste des structures d’IG utilisées pour le calcul des contacts IG/antigéne.

larl 3hfl 3hfm lacy ladr labw labv lahw
la2y ladk la3l lail lafv laj7 1bgx 1bog
1tzg 1bql 1bvk 1c08 lcl2 lche lcbv lcel
1cf8 lefs left lefv 1ct8 lcu4d 1d6v 1dba
1dbj 1dbk 1dee 1d17 1dqj 1dzb 1£3d 1f3r
1f4x 1158 1190 1fbi 1fe8 1fig 1fj1 1113
1fir 1fns 1fpt 1fsk ledx 1e6j leap legj
lehl lejo lem4 letz lezv 1g7h 1g7i 1g7j
1g71 1g7m 1g9n 1ggi 1h8s lhez 1hh6 1hh9
1hi6 1him 1hin Thyx lhyy 1li3g 1i7z 1i8i
1i8k 119j 119r libg lic4 lich lic7 ligj
1iif line liqd 1jlo 1jlp 1j1x 1j50 1jgl
ljgu 1jhl 1jnh 1jnn 1jpd 1jps 1jrh 1k4c
1k4d 1kb9 1keb 1kes 1kfa 1kn4 lker 1ken
1kip 1kiq 1kir 1kn2 1kno 1ktr 117s 11k3
1100 1102 1103 1mhh Imle Impa loau Indy
1n6q Ince Ingp Inma Inmec Insn loak losp
1qle 1qkz 1lqnz lrvf 1sm3 1vtb 1wej lyec
lyed lyee lyef lyeg lyuh lyei lyej lyek
25¢8 2cgr 2ap?2 2bfv 2158 2hlp 2hmi 2hrp
2mcep 2pcp 2vir 2vis 2vit 35¢8 358 3fct
43ca 4fab 1kyo 1dbb Inmb 1bj1 1qfu Imhp
1n64 Inby 1nbz Incw Ingx lobl lorq lors
lots lott lotu 1p84 1pkq 2f5b 1g9m lifh
lcz8 leo8 2hfm 2mpa 1gel 1baf likf 1mj7
1tet 2igf letn 1dbm 1hys lind Inca Incb
Incd 2dbl ledw Imex 1mh5d 1myjj Imvu Inak
2¢ck0 3ck0 Inc2 Inc4 1nl0 loax loay loaz
1p2c 1q1j 199q 1q9r 199t 1q9v 199w 1ru9
lrua 1ruk 1rul lrum 1rup 1rzk luab luac
1v7m 1v7n 1n0Ox 1p4b 1q0x 1q0y 1s78 lubb
1s5h 1t66 1pz5 1uj3 1tzh 1tzi la0q 1rjl
1tjg 1tjh 1tji 1txv 1ty3 1ty5 1ty6 1ty7
1u8h 1u8i 1u8j 1u8k 1u8l 1u8m 1u8n 1u8o
1u8p 1u8q 1u91 1u92 1u93 1u95 1w72 1frg
lyjd 1seq 1svz 1n8z 1r0a 1fdl 2iff Indg
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Indm 1h0d In7m 1nd0O Ingw 1gfw 1r3i 1r3j

1r3k 1r3l 1riu 1riv 1t03 1tpx 1tgb 1tqc
1uz8 lal4 1xf2 lyqv lyy9 lyyl lyym 2bob
2boc lcle lobe 1q72 1rzj 2jel luwx 1xgp
1xgq Ixgr 1xgt Ixgu 1xgy lynk lynl 1za3
17tx 2brr
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Liste des structures de pMHC-I et de pMHC-II. Pour chaque structure,
la séquence du peptide, le ou les alléles du MHC et le nom et I’espéce
du peptide sont indiqués. Pour les pMHC-II la séquence des neufs acides
aminés situés dans le site de liaison est fournie.

Chaine du
peptide

Séquence du
peptide

Allele du
MHC

Espéce et nom du peptide

Peptides se liant au MHC-I de taille de 8 (40 structures)

1kj2 P KVITFIDL H2-K1b [Mouse] GTP-binding protein 1 peptide 161-
168 pKB1 (008582)

1kj3 P KVITFIDL H2-K1b [Mouse] GTP-binding protein 1 peptide 161-
168 pKB1 (008582)

lagd C GGKKKYKL HLA-B*0801 [HIV-1] Gag peptide P17 23-30 (P03349)

lagb C GGRKKYKL HLA-B*0801 [HIV-1] Gag peptide P17 23-30 (P03349),
K3>R

lagf C GGKKRYKL HLA-B*0801 [HIV-1] Gag peptide P17 23-30 (P03349),
K5>R

lage C GGKKKYQL HLA-B*0801 [HIV-1] Gag peptide P17 23-30 (P03349),
K7>Q

lage C GGKKKYRL HLA-B*0801 [HIV-1] Gag peptide P17 23-30 (P03349),
K7>R

1rjy P SSIEFARL H2-K1b [Herpes simplex virus| Glycoprotein B peptide
448 505 (P06436)

1rk0_P SSIEFARL H2-K1b [Herpes simplex virus| Glycoprotein B peptide
448 505 (P06436)

1t0m_P SSIEFARL H2-K1b [Herpes simplex virus| Glycoprotein B peptide
448 505 (P06436)

1t0n_P SSIEFARL H2-K1b [Herpes simplex virus| Glycoprotein B peptide
448505 (P06436)

1rjz_P SEIEFARL H2-K1b [Herpes simplex virus| Glycoprotein B peptide
448 505 (P06436), S2>F

1rkl P SEIEFARL H2-K1b [Herpes simplex virus| Glycoprotein B peptide
448 505 (P06436), S2>E

1n59 P AVYNFATM H2-K1b [LCMV] Glycoprotein G1 peptide 33-41
(P07399), C9>M

1s7q_C AVYNFATM H2-K1b [LCMV] Glycoprotein G1 peptide 33-41
(P07399), C9>M

1s7s_C ALYNFATM H2-K1b [LCMV] Glycoprotein G1 peptide 33-41
(P07399), V3>L C9>M

1s7t_C AVFNFATM H2-K1b [LCMV] Glycoprotein G1 peptide 33-41
(P07399), YA~F C9>M

1e28 C TAFTIPSI HLA-B*5101 [HIV-1] Immunodominant epitope KM2 pep-
tide 282-289 (P12499)

11k2 P GNYSFYAL H2-K1b [Mouse] Insulin receptor beta-subunit peptide

423-430 (P15208)
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Chaine du Séquence du Allele du

peptide peptide MHC Espéce et nom du peptide

1g7q P SAPDTRPA H2-K1b [Human| Mucin 1 transmembrane peptide
180-187 (NM_ 002456)

1jtr P EQYKFYSV H2-K1b [Mouse] NADH-ubiquinone oxidoreductase
MLRQ subunit peptide 61-68 (Q62425)

lleg P EQYKFYSV H2-K1b [Mouse] NADH-ubiquinone oxidoreductase
MLRQ subunit peptide 61-68 (Q62425)

1lek P EQYKFYSV H2-K1b [Mouse] NADH-ubiquinone oxidoreductase
MLRQ subunit peptide 61-68 (Q62425)

lmwa P EQYKFYSV H2-K1b [Mouse] NADH-ubiquinone oxidoreductase
MLRQ subunit peptide 61-68 (Q62425)

2¢kb P EQYKFYSV H2-K1b [Mouse] NADH-ubiquinone oxidoreductase
MLRQ subunit peptide 61-68 (Q62425)

laln_C VPLRPMTY HLA-B*3501 [HIV-1] Nef peptide 78-85 (P03407)

1bgh C RGYVYQGL H2-K1b [Stomatitis] Nucleocapsid protein VSV8 pep-
tide 52-59 (P11212)

1fzj P RGYVYQGL H2-K1b [Stomatitis] Nucleocapsid protein VSV8 pep-
tide 52-59 (P11212)

1fzm_P RGYVYQGL H2-K1b [Stomatitis] Nucleocapsid protein VSV8 pep-
tide 52-59 (P11212)

Inam P RGYVYQGL H2-K1b [Stomatitis] Nucleocapsid protein VSV8 pep-
tide 52-59 (P11212)

2mha_E RGYVYQGL H2-K1b [Stomatitis] Nucleocapsid protein VSV8 pep-
tide 52-59 (P11212)

2vaa_P RGYVYQGL H2-K1b [Stomatitis] Nucleocapsid protein VSV8 pep-
tide 52-59 (P11212)

losz_ C RGYLYQGL H2-K1b [Stomatitis] Nucleocapsid protein VSV8 pep-
tide 52-59 (P11212), V4>L

lkpu P RGYVYQGL H2-K1b [Stomatitis] Nucleocapsid protein peptide 52-
59 (P11212)

1plz P SIINFEKL H2-K1b [Chicken]  Ovalbumin peptide 257-264
(P01012)

1pdl P SIINFEKL H2-K1b [Chicken]  Ovalbumin peptide 257-264
(P01012)

lvac_P SIINFEKL H2-K1b [Chicken] Ovalbumin peptide 257-264
(P01012)

lgbr P SIYRYYGL H2-K1b [Chimeric] Superantagonist peptide STYR

1fo0 P INFDFNTI H2-K1b [Mouse] pBM1 peptide

lnan M INFDFNTI H2-K1b [Mouse] pBM1 peptide

Peptides se liant au MHC-I de taille de 9 (85 structures)

1gp P
lvad P

1kjm P

SRDHSRTPM
SRDHSRTPM

AQFSASASR

H2-K1b

H2-K1b

RT1-A

[Yeast] Alpha-glucosidase MAL32 peptide
438-446 (P38158)

[Yeast] Alpha-glucosidase MAL32 peptide
438-446 (P38158)

[Synthetic] B6 Peptide
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Chaine du Séquence du Allele du

peptide peptide MHC Espéce et nom du peptide

1s9w_C SLLMWITQC HLA-A*0201 [Human] Cancer/testis antigen 1B peptide
157-165 (P78358)

1s9x C SLLMWITQA HLA-A*0201 [Human| Cancer/testis antigen 1B peptide
157-165 (P78358), C9>A

19y C SLLMWITQS HLA-A*0201 [Human] Cancer/testis antigen 1B peptide
157-165 (P78358), C9>S

1kjv_P NPRAMQALL RT1-A [Rat] DA41 peptide 450458 (BAA92267)

1m05_E FLRGRAYGL HLA-B*0801 [EBV] EBNA-3A peptide 193-201 (P12977),
19>L

1mi5 C FLRGRAYGL HLA-B*0801 [EBV] EBNA-3A peptide 193-201 (P12977),
19>L

1a9b_C LPPLDITPY HLA-B*3501 [EBV] EBNA-3C peptide 98-106 (P03204)

la9e C LPPLDITPY HLA-B*3501 [EBV] EBNA-3C peptide 98-106 (P03204)

legd C LPPLDITPY HLA-B*3501 [EBV] EBNA-3C peptide 98-106 (P03204),
H4>P

lalm C TPYDINQML HLA-B*5301 [HIV-2] Gag peptide P16 182-190 (P18095)

luxs_C RRRWRRLTV HLA-B*2705 [EBV] Gene terminal protein peptide 236-244
(P13285)

luxw_ C RRRWRRLTV HLA-B*2709 [EBV] Gene terminal protein peptide 236-244
(P13285)

1fg2 C KAVYNFATC H2-D1b [LCMV] Glycoprotein G1 peptide 33-41
(P07399)

1ffn_ C KAVYNFATM H2-D1b [LCMV] Glycoprotein G1 peptide 33-41
(P07399), C9>M

1nba_C KAVYNFATM H2-D1b [LCMV] Glycoprotein G1 peptide 33-41
(P07399), C9>M

1s7u_C KAVYNFATM H2-D1b [LCMV] Glycoprotein G1 peptide 33-41
(P07399), C9>M

1s7r_C KAVYNLATM H2-K1b [LCMV] Glycoprotein G1 peptide 33-41
(P07399), F6>L C9>M

1s7v_C KAVYNLATM H2-D1b [LCMV] Glycoprotein G1 peptide 33-41
(P07399), F6>L C9>M

1ffo_ C AAVYNFATM H2-D1b [LCMV] Glycoprotein G1 peptide 33-41
(P07399), K1>A C9>M

1ffip C SAVYNFATM H2-D1b [LCMV] Glycoprotein G1 peptide 33-41
(P07399), K1>S C9>M

1s7w_C KALYNFATM H2-D1b [LCMV] Glycoprotein G1 peptide 33-41
(P07399), V3>L C9>M

1s7x_C KAVFNFATM H2-D1b [LCMV] Glycoprotein G1 peptide 33-41
(P07399), Y4>F C9>M

ling_ C SSVVGVWYL H2-D1b [Mouse] H13A minor histocompatibility anti-
gen peptide 51-59 (AAB81863)

ljuf C SSVIGVWYL H2-D1b [Mouse] H13A minor histocompatibility anti-
gen peptide 51-59 (AAB81863), V4>1

lkpr P VMAPRTVLL HLA-E*0103 [Human] HLA-B*0714 peptide (HLA01049)

lmhe P VMAPRTVLL HLA-E*0101 [Human| HLA-B*0714 peptide (HLA01049)

1ktl P VTAPRTLLL HLA-E*0103 [Human| HLA-B*1313 peptide (HLA01858)
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Chaine du Séquence du Allele du

peptide peptide MHC Espéce et nom du peptide

1im9_C QYDDAVYKL HLA-Cw*0401 [Human| HLA-Cw4 specific peptide

1qqd_C QYDDAVYKL HLA-Cw*0401 [Human| HLA-Cw4 specific peptide

1m6o_C EEFGRAFSF HLA-B*4402 [Human| HLA-DPA1*0201 peptide 46-54
(HLA00504)

In2r 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)

lwbz P SSYRRPVGI H2-K1b [Influenza A virus] I RNA-directed 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)

lefx C GAVDPLLAL HLA-Cw*0304 [Human| Importin alpha-2 subunit peptide
204-212 (P52292)

lalo C KPIVQYDNF HLA-B*5301 [Plasmodium] LSA-1 1786-1794 (Q25893)

ljge C GRFAAATAK HLA-B*2705 [Synthetic] M9 peptide

1k5n_ C GRFAAATAK HLA-B*2709 [Synthetic] M9 peptide

1hhi_C GILGFVFTL HLA-A*0201 [Influenza A virus] Matrix protein M1 peptide
58-66 (Q66PA1)

loga C GILGFVFTL HLA-A*0201 [Influenza A virus] Matrix protein M1 peptide
58-66 (Q66PA1)

1jht C ALGIGILTV HLA-A*0201 [Human] Melan-A peptide 27-35
(NP_005502), A2>L

w72 C EADPTGHSY HLA-A*0101 [Human| Melanoma-associated antigen 1 pep-
tide 161-169 (P43355)

lgew C FLWGPRALV HLA-A*0201 [Human| Melanoma-associated antigen 3 pep-
tide 271-279 (P43357)

1kpv_P FAPGNYPAL H2-K1b [Sendai| Nucleocapsid protein peptide 324-332
(P04857)

lce6_C FAPGNYPAL H2-D1b [Sendai| Nucleocapsid protein peptide 324-332
(P04857)

1fzk P FAPGNYPAL H2-K1b [Sendai] Nucleocapsid protein peptide 324-332
(P04857)

1fro_P FAPGNYPAL H2-K1b [Sendai| Nucleocapsid protein peptide 324-332
(PO4857)

2vab P FAPGNYPAL H2-K1b [Sendai] Nucleocapsid protein peptide 324-332
(P04857)

1qlf C FAPSNYPAL H2-D1b [Sendai] Nucleocapsid protein peptide 324-332
(P04857), G4>S(0-GlcNac)

1bz9_ C FAPGVFPYM H2-D1b [Sendai| Nucleocapsid protein peptide 324-332
(P04857), N5>V Y6>F A8>Y L9>M

1i7r_ C FAPGFFPYL HLA-A*0201 [Sendai| Nucleocapsid protein peptide 324-333
(P04857), N5>F Y6>F A8>Y

lhoc_C ASNENMETM H2-D1b [Influenza A virus| Nucleoprotein peptide 366-

374 (P18277)
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Chaine du Séquence du Allele du

peptide peptide MHC Espéce et nom du peptide

1jpg_C FQPQNGQFI H2-D1b [LCMV] Nucleoprotein peptide 396-404
(M20869)

1ldp P APAAAAAAM H2-Ld-2 [Melanogaster| Peptide

lhsa C ARAAAAAAA HLA-B*2705 [Human]| Peptide

11d9 C YPNVNIHNF H2-Ld-2 [Synthetic] Peptide

1grl_C IISAVVGIL HLA-A*0201 [Human| Receptor tyrosine-protein kinase
erbB-2 peptide 654-662 (P04626)

leez C ILSALVGIL HLA-A*0201 [Human| Receptor tyrosine-protein kinase
erbB-2 peptide 654-662 (P04626), 12-L,
L5>V

leey C ILSALVGIV HLA-A*0201 [Human| Receptor tyrosine-protein kinase
erbB-2 peptide 654-662 (P04626), I12>L,
L5>V, L9>V

1hhj C ILKEPVHGV HLA-A*0201 [HIV-1] Reverse transcriptase (POL) peptide
476-484 (P03366)

1p7q C ILKEPVHGV HLA-A*0201 [HIV-1] Reverse transcriptase (POL) peptide
476-484 (P03366)

1i1f C FLKEPVHGV HLA-A*0201 [HIV-1] Reverse transcriptase (POL) peptide
476-484 (P03366), T1>F

lily C YLKEPVHGV HLA-A*0201 [HIV-1] Reverse transcriptase (POL) peptide
476-484 (P03366), I1>Y

1k8d P ILMEHIHKL H2-Q9 [Mouse] Self 60s ribosomal protein peptide
137-145 (P84099)

1b0g_C ALWGFFPVL HLA-A*0201 [Human| Self peptide P1049

11p9 C ALWGFFPVL HLA-A*0201 [Human] Self peptide P1049

1i7t_ C ALWGVFPVL HLA-A*0201 [Human] Self peptide P1049, F>5V

1liTu_C ALWGFVPVL HLA-A*0201 [Human] Self peptide P1049, F>6V

1sys C EEPTVIKKY HLA-B*4403 [Human| Sorting nexin 5 peptide 257-265
(Q9Y5X3)

lao7_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)

1grn_C LLFGYAVYV HLA-A*0201 [HTLV-1] Tax peptide 11-19 (Q82235), P6>A

1gse C LLFGYPRYV HLA-A*0201 [HTLV-1] Tax peptide 11-19 (Q82235), V7>R

1gsf C LLFGYPVAV HLA-A*0201 [HTLV-1] Tax peptide 11-19 (Q82235), Y8=A

lof2 C RRKWRRWHL HLA-B*2709 [Human]| Vasoactive intestinal polypeptide re-
ceptor 1 peptide 400-408 (P32241)

logt C RRKWRRWHL HLA-B*2705 [Human| Vasoactive intestinal polypeptide re-
ceptor 1 peptide 400-408 (P32241)

lhhg C TLTSCNTSV HLA-A*0201 [HIV-1] gp120 envelope protein peptide 192-
200 (P03375)

1q94 C ATFQSSMTK HLA-A*1101 [HIV-1] reverse transcriptase (POL) peptide

325-333 (P03366)
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Chaine du Séquence du Allele(s) du

peptide peptide MHC Espéce et nom du peptide

lakj C ILKEPVHGV HLA-A*0201 [HIV-1] reverse transcriptase (POL) peptide
476-484 (P03366)

1jgd C RRLLRGHNQY HLA-B*27 [Human] HLA-B*2707 peptide S10R 107-116
(HLA00228), G1>R

1n3n I SALQNAASIA H2-D1b [Mycobacterium bovis] HSP60 epitope peptide

Peptides se liant au MHC-I de taille de 10 (12 structures)

lwbx _C SQLKNNAKEI H2-D1b [Influenza A virus|] Hemagglutinin peptide
468-477 (P26140)

1jf1_C ELAGIGILTV HLA-A*0201 [Human)] Melan-A peptide 26-35
(NP_005502), A2>L

1lidf C GVYDGREHTV HLA-A*0201 [Human] Melanoma-associated antigen 4 pep-
tide 230-239 (P43358)

1gvo_C QVPLRPMTYK HLA-A*1101 [HIV-1] Nef peptide 77-86 (P03407)

1hhh C FLPSDFFPSV HLA-A*0201 [HBV] Nucleocapsid protein peptide 18-27

1tme C EVAPPEYHRK HLA-A*6801 [Human] Peptide

lwby C SSLENFRAYV H2-D1b [Influenza A virus| Polymerase subunit pep-
tide 224-233 (QSQLZ6)

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-

Peptides se liant au MHC-II

1s9v_C
2seb E
Irbw E
1Irdv_E
1h15_C
1sjh C

1sje_C

1llnu_ B

lagd C

PFPQPELPY
MRADAAAGG
IAYFKAATK
IAYPKAATK
YHFVKKHVH
VIPMFSALS
VIPMFSALS
AQKAKANKA

WRFLRGYHQ

HLA-DQA1*0501
HLA-DQB1*0201
HLA-DRA*0101

HLA-DRB1*0401

H2-EAck H2-EB1k

H2-EAck H2-EB1k

HLA-DRA*0101
HLA-DRB5*0101
HLA-DRA*0101
HLA-DRB1*0101
HLA-DRA*0101
HLA-DRB1*0101
H2-AAb H2-ABb

HLA-DRA*0101
HLA-DRB1*0101

320 (P03375)

[Wheat] Alpha/beta-gliadin peptide 78-88
(P02863), Q8>E

[Human] Collagen alpha 1(II) peptide 1168-
1179 (P02458), Q1>A 7Q>A L12>A

[Moth] Cytochrome ¢ peptide 96-107
(P00037), L7>F E9>A S10>A
[Moth] Cytochrome ¢ peptide 96-107

(P00037), L7>P E9>A S10>A

[Human] DNA Polymerase peptide 628-641
(P03198)

[HIV-1] Gag peptide P17 167-179 (P03349)

[HIV-1] Gag peptide P17 167-182 (P03349)

[Mouse| H-2 Class II Histocompatibility Anti-
gen
[Human)]
(HLA00005)

HLA-A*02  peptide  128-141
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Chaine du
peptide

Séquence du
peptide

Alléles du
MHC

Espéce et nom du peptide

laba_C
1muj C
1dlh C
1fyt C
1dlh C
1fyt C
lhxy C
1j8h C
ljwm C
1ljws_C
ljwu_ C
1kgd D
1lo5 C
1r51 C
1jk8 C
13; P

liak P
1bx2_C

1fvl F

1k2d P

luvqg C

1dok P

MRMATPLLM
MRMATPLLM
YVKQNTLKL
YVKQNTLKL
YVKQNTLKL
YVKQNTLKL
YVKQNTLKL
YVKQNTLKL
YVKQNTLKL
YVKQNTLKL
YVKQNTLKL
YVKQNTLKL
YVKQNTLKL
YVKQNTLKL
EALYLVCGE
RHGLDNYRG

DYGILQINS
VHFFKNIVT

FKNIVTPRT

GGASQYRPS

LPSTKVSWA

HRGAIEWEG

HLA-DRA*0101
HLA-DRB1*0301
H2-AADb H2-ABb

HLA-DRA*0101
HLA-DRB1*0101
HLA-DRA*0101
HLA-DRB1*0101
HLA-DRA*0101
HLA-DRB1*0101
HLA-DRA*0101
HLA-DRB1*0101
HLA-DRA*0101
HLA-DRB1*0101
HLA-DRA*0101
HLA-DRB1*0401
HLA-DRA*0101
HLA-DRB1*0101
HLA-DRA*0101
HLA-DRB1*0101
HLA-DRA*0101
HLA-DRB1*0101
HLA-DRA*0101
HLA-DRB1*0101
HLA-DRA*0101
HLA-DRB1*0101
HLA-DRA*0101
HLA-DRB1*0101
HLA-DQA1*0302
HLA-DQB1*0302
H2-AAd
NOD
H2-AAk H2-ABk
HLA-DRA*0101
HLA-DRB1*1501
HLA-DRA*0101
HLA-DRB5*0101
H2-AAu H2-ABu

HLA-DQA1*0102
HLA-DQB1*0602
H2-AAk H2-ABk

H2-AB-

[Human] HLA-DR antigens associated inva-
riant chain CLIP peptide 103-117 (P04233)
[Human] HLA-DR antigens associated inva-
riant chain CLIP peptide 103-117 (P04233)
[Influenza] Hemagglutinin HA1 peptide 322-
334 (P03437)

[Influenza| Hemagglutinin HA1 peptide 322-
334 (P03437)

[Influenza] Hemagglutinin HA1 peptide 322-
334 (P03437)

[Influenza] Hemagglutinin HA1 peptide 322-
334 (P03437)

[Influenza| Hemagglutinin HA1 peptide 322-
334 (P03437)

[Influenza] Hemagglutinin HA1 peptide 322-
334 (P03437)

[Influenza| Hemagglutinin HA1 peptide 322-
334 (P03437)

[Influenza| Hemagglutinin HA1 peptide 322-
334 (P03437)

[Influenza] Hemagglutinin HA1 peptide 322-
334 (P03437)

[Influenza| Hemagglutinin HA1 peptide 322-
334 (P03437)

[Influenza] Hemagglutinin HA1 peptide 322-
334 (P03437)

[Influenza] Hemagglutinin HA1 peptide 322-
334 (P03437)

[Human| Insulin B chain peptide 35-48
(P01308), F48>G

[Chicken] Lysozyme peptide 29-42 (P00698)

[Chicken| Lysozyme peptide 68-80 (P00698)
[Human| Myelin basic protein MBP peptide
117-230 (P02686)

[Human| Myelin basic protein MBP peptide
119-236 (P02686)

[Human| Myelin basic protein MBP peptide
131-142 (P02686), L1>S D2>R V3>G M4>G
Q8>R

[Human] Orexin peptide 1-13 (043612)

[Chicken] Ovotransferrin peptide 150-165
(P02789), T1>G L2>N L3>S
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Chaine du Séquence du Alléles du
peptide peptide MHC Espéce et nom du peptide
1j14_C HRGAIEWEG H2-AAk H2-ABk [Chicken] Ovotransferrin peptide 150-165
(P02789), T1>G L2>N L3>$
1tbw_C YSDQATPLL HLA-DRA*0101 [Yeast] Regulatory protein MIG1 peptide 448-
HLA-DRB1*0101 460 (P27705), S1>A S2>A S3>Y L5>D
S6>Q T7>A
1t5x  C YSDQATPLL HLA-DRA*0101 [Yeast] Regulatory protein MIG1 peptide 448-
HLA-DRB1*0101 460 (P27705), S1>A S2>A S3>Y L5>D
S6>Q T7>A
1klu C IGTLNAAKV HLA-DRA*0101 [Human] Triosephosphate isomerase peptide
HLA-DRB1*0101  21-36 (P60174)
1klg C IGILNAAKV HLA-DRA*0101 [Human] Triosephosphate isomerase peptide
HLA-DRB1*0101  21-36 (P60174), T6>1
1kt2 B TAYLKQATK H2-EAck H2-EB1k [Mouse] pMHC100
1ktd B TAYLKQASA H2-EAck H2-EB1k [Mouse] pMHC101
9iad_B TQGVTAASS H2-AAd H2ABd  [Mouse] pMHC114
lesO_ B IAPVFVLLE H2-AAd H2-AB- [Mouse] pMHCT1
NOD
1fne B ITAFNDGLK H2-EAck H2-EB1k [Mouse] pMHC74
lfng B ITAFNEGLK H2-EAck H2EB1k  |Mouse| pMHCT5
1li3r B ITAFNEGLK H2-EAck H2-EB1k [Mouse] pMHC84
liao B SQAVHAAHA H2-AAd H2-ABd [Mouse] pMHC86
liea B ITAFNEGLK H2-EAck H2-EB1k [Mouse] pMHC87
lieb B VNHFTAEFK H2-EAck H2-EB1k [Mouse] pMHC88

166



Liste des structures de MHC utilisées pour le classement de la librairie de
SCHISMo.

1mfa
lefq
116x
1mvf
Imex
1990

1cbe
1g7j
2dIf
1ndx
1mj8
199q

la2y
1g7p
2rhe
Incw
Imvu
1q9r

1bec
1g7q
1kxv
1nlb
1q72
199t
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1bww
lidf
1kxq
loga
1505
1q9v

1dIf

1k5n
1kpu
lop3
loaq
1q9w

leeq
1kge
1kpv
11k2

1n2r
1ruk

leeu
1kjv
Imagk
1m6o
logt
lrup



Liste des structures extraites de IMGT /3Dstructure-DB utilisées pour la
dérivation de la librairie de LLIPA.

Imfa 12e8 1ede latm laag lagk labw labv
la2y la3l 1b0w 1bec 1bww lcle 1edO lcel
1dgx 1dh4 1dhb 1dh6 1dh7 1dh8 1dh9 1dha
1dho 1dhq 1dhu 1dhv 1dhw 1dhz 1dlf 1dqq
1duz 1dvf 1dx2 1dx3 1£3d 1f3r 1fgv 1fir
1fne 1fng 1fvl 1fvb 1fvw 1fz] 1fzk 1fzm
1fzo ledw ledx le6o leeq leeu lefq lek3
lem4 1g7h 1g7i 1g7j 1g7m 1g7p 1g7q 1g84
1gaf 1gpo 1bwm 1h5b 1h8n 1hfm lhou 1hsb
1lhyx lhyy 1i4f 1li7u 1i8k liak lieh liga
lige liif 1jlo 1j1p 1j1x 1jf1 1jfq ljgu
ljgv 1jps 1jpt 1jtp 1jvk 1kdn 1kev 1kel
1kgc 1kiq 1kjv 1klu 1kn2 1kn4 116q 116x
1171 11ds lleg 11k3 1lve Imaj Imak 1mig
lobe losp 1qac 1qgc 1gkz 1lgnz 1rog 1roh
1roi 1roj 1rok 1rol 1sm3 1tvd 1vfa 1vtb
1vhp 1wej 1wtl lyec lyei lyej 2¢d0 2dl1f
2fb4 2fbj 2fvb 2fvw 2hfm 2ige 2imn 2loi
2psk 2rhe 6fab 8fab 1kxv 1kxq 1jed 1kpu
1kpv 1lgv 1mqgk 1mvf Indx Inby 1nbz Incw
Indg Ingx 1nlb loga lop3 lors 11k2 1mO05
1m6o Imex 1mie 1mj8 Imju Imvu lop9 1pzb
1q72 lqyg 1505 loaq loau In2r logt 10l0
1q9k 1990 199q 1q9r 1q9t 1q9v 199w lrua
1ruk Trul lrum 1rup 1ruq lrur lrzf luab
luac luvq 1n0Ox 1q0x 1s7q 1s7s 1sjv lpew
1s3k 1pw3 1sq2 1xfp 1p7k 1rjy 1syv 1tOn
lum4 lumb lum6 luxs lTuxw 1xh3 Ixiw 1r70
1rhh 1ri8 1rjc 1wbx 1seq 1svz 1fnl 1g9e
lhev 1li3u 1jnj In7m Ingz 1r3j 1shm 1t6v
1t7v 1uz8 lydp 2fch 1lqv 1t2j 1tvb 1tvh
1x9q 1xr9 lyqv
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