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Résumé:

Cette recherche s'inscrit dans le cadre de I'étude in silico (en utilisant des approches bioinformatiques et de
modélisations moléculaires) des structures 3D des allergénes d'acariens de poussiéres de maisons des familles 5
et 21. Nous avons pour objectifs de définir les épitopes de Der p 5 et de fournir des informations quant a leur
propension a dimériser. Cela contribue a 1'étude de leurs mécanismes d’allergénicité et pourrait aboutir a la
conception de variants hypoallergéniques pour 'immunothérapie. Quatre régions antigéniques ont été identifiées
pour Der p 5: H34-L39 (épitope-Nt), H58-D69 (épitope II), L92-E107 (épitope I) et K129-V132 (épitope-Ct)
(selon la numérotation du code PDB 3MQI1 de Der p 5). Par la suite, les résidus situés dans ces régions qui
pourraient jouer un rdle crucial dans la liaison aux immunoglobulines E (IgE) ont été sélectionnés selon des
criteres que nous avons définis (nature des acides aminés et leur accessibilité au solvant) pour la validation
expérimentale. Par ailleurs, nous avons étudi¢ la propension des allergénes Der f 5 et Der f 21 de
Dermatophagoides farinae, Der p 21 de Dermatophagoides pteronyssinus, Sui 5 m de Suidasia medanensis et
Lep d 5 de Lepidoglyphus destructor et Blo t 21 de Blomia tropicalis a dimériser et former une grande cavité
hydrophobe similaire a celle de Der p 5. Cette cavité hydrophobe a été suggérée dans la littérature comme
pouvant intervenir dans l'initiation du processus allergique en liant certains ligands hydrophobes. Nos résultats
suggerent que seulement Der f 5 pourrait former un dimére semblable a Der p 5. Les autres allergenes (Blo t 5,
Sui 5 m, Lep d 5, Der p 21, 21 et Der f Blo t 21) ne présentent pas une telle propension. En outre, nous avons
identifié des mutations qui devraient déstabiliser et/ou entraver la formation de la structure dimérique de Derp5,
ce qui pourrait aider a la compréhension du rdle du processus de dimérisation dans la réponse allergique de ces
allergénes.

Mots clés: allergies aux acariens, allergénes des familles 5 et 21, épitopes, dimérisation.

Abstract:
In this research we focused on the in silico study (using bioinformatics approaches and molecular modelling) of
the 3D structures of house dust mite allergens from families 5 and 21. We aimed to define the epitopes of Der p
5 and provided information about their dimerization propensity. This contributes to the study of their
mechanisms of allergenicity and may lead to the design of hypoallergenic variants for immunotherapy. Four
antigenic regions were identified for Der p 5: H34-L39 (epitope-Nt), H58-D69 (epitope II), L92-E107 (epitope 1)
and K129-V132 (epitope-Ct) (according to the PDB 3MQ1 numbering of Der p 5). Subsequently, residues
located in these regions that might play a crucial role in binding to immunoglobulins E (IgE) were selected
according to criteria that we defined (nature of amino acids and solvent accessibility) for experimental
validation. Further, we have studied the propensity of the allergens Der f 5 and Der f 21 from Dermatophagoides
farinae, Der p 21 from Dermatophagoides pteronyssinus, Sui m 5 from Suidasia medanensis, Lep d 5 from
Lepidoglyphus destructor and Blo t 21 from Blomia tropicalis to dimerize and form a large cavity in the same
way as Der p 5. This hydrophobic cavity has been suggested in the literature to be involved in the allergic
process through the binding to hydrophobic ligands. Our results suggest that only Der f 5 could form a dimer
similar to Der p 5. The other allergens (Blot 5, Suim 5, Lep d 5, Der p 21, Der f 21 and Blo t 21) did not present
such a propensity. Moreover, we identified mutations that should destabilize and/or prevent the formation of the
Derp5 dimeric structure, which may help us to understand the role of the dimerization process in the allergic
response of these allergens.
Keywords: dust mite allergy, allergens from families 5 and 21, epitopes, dimerization.
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3D: Tridimensionnel

CAPRI: Critical Assessment of PRediction of Interactions

CASP: Critical Assessment of techniques for protein Structure Prediction

CD: Cluster de Différenciation.

CXCL: Chemokine (C-X-C motif) ligand

DC-SIGN: Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin
(Molécules d'adhésion intracellulaire non-intégrine 3 spécifiques aux cellules dendritiques)

DSSP : Dictionary of Secondary Structure of Proteins
FFT: Fast Fourier Transform (Transformée de Fourier rapide)

GM-CSF: Granulocyte macrophage colony-stimulating factor (Facteur stimulant les colonies
de granulocytes et de macrophages).

ICAM-3: Intercellular adhesion molecule-3 (Molécule d'adhésion intercellulaire-3)

IgE: Immunoglobuline E

IL: Interleukine

INT-y: Interféron gamma

LPS: Lipopolysaccharides

MD-2: Myeloid Differentiation 2

PAR-2: Proteinase Activated Recptors 2 (Récepteur activés par les protéases 2)

PDB: Protein Data Bank

RMN: Résonnance Magnétique Nucléaire

RMSD: Root Mean Square Deviation

SP: Surfactant pulmonaire

Ty: Lymphocytes T helper

TLR: Toll-like receptor

TNF-a.: Tumor necrosis factor-alpha (Facteur-alpha de nécrose tumorale)
UISI: Union Internationale des Sociétés d’Immunologie

SVM: Support Vector Machine (Machine a vecteurs supports).
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Les maladies allergiques constituent un probléme majeur de santé publique. L'Organisation
Mondiale de la Santé (OMS) les classe au quatrieme rang mondial des pathologies. Les
allergies respiratoires, essentiellement la rhinite allergique, l'asthme et les dermatites
allergiques sont les manifestations les plus fréquentes. D’apres les estimations de ’OMS, il y
a actuellement 235 millions d’asthmatiques dans le monde et des millions d'individus
souffrent de rhinite allergique (OMS, 2012). La prévalence mondiale de ces allergies a été
évaluée grace a deux grandes enquétes épidémiologiques, une chez I’adulte (¢tude ECRHS
"European Community Respiratory Health Survey", ECRHS-I, 1996; ECRHS-II, 2002) et
l'autre chez l'enfant (étude ISAAC "International Study of Asthma and Allergies in
Childhood", ISAAC, 1998a; ISAAC, 1998b).

La prévalence de 1'asthme et de la rhinite allergique chez les adultes agés de 20 a 44 ans dans
les 22 pays concernés par la premicre étude ECRHS (1991-1993) variait de 1,3% a 9,7% et de
9,5 a 40,9 %, respectivement (ECRHS-I, 1996; Bousquet et al., 2008a). Les prévalences
étaient particulierement élevées dans les pays anglophones (la Nouvelle-Z¢lande, 1'Australie,
les Etats-Unis, I'Angleterre) et plus basses dans les pays méditerranéens (la Grece, 1'talie,
I'Espagne, le Portugal, I'Algérie) et en Europe de 1’Ouest (la France, la Belgique, I'Allemagne,
la Suisse et I'Autriche). L'étude ISAAC a été réalisée afin de comparer la prévalence de ces
maladies respiratoires dans 56 pays chez les enfants de 6 a 7 ans et dans 38 pays chez les
jeunes de 13 a 14 ans. Les variations de la prévalence étaient de 2,1 a 32,2% pour I’asthme, de
1,4% a 39,7% pour la rhinite allergique et de 0,3% a 20,5% pour la dermatite atopique
(I'eczéma) (Strachan et al., 1997; ISAAC, 1998a; ISAAC, 1998b). Une deuxieéme phase pour
les deux études (ECRHS II et ISAAC II) a été réalisée pour identifier les facteurs déterminant
les différences de prévalence observées (ECRHS-II, 2002; Weiland et al., 2004; Bedada et al.,
2007).

Récemment, une troisiéme étude ISAAC a été effectuée. Les résultats de cette étude,
comparés a ceux de la premicre phase, indiquent une diminution de la prévalence de I’asthme,
en particulier chez les enfants 4gés de 13-14 ans dans les pays anglophones et en Europe de
I’Ouest, une légeére augmentation de la prévalence en Amérique latine, Chine, Indonésie,
Taiwan et Corée du Sud, et une trés forte augmentation au Maroc, en Tunisie et en Algérie

(Pearce et al., 2007; Bjorkstén et al., 2008).

La premiére enquéte réalisée en Algérie (en 1991) dans la région d'Alger a permis d'évaluer la

prévalence de l'asthme a 1,3% (Belhocine & Ait-Khaled 1991). L'é¢tude ECRHS réalisée de
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1991 a 1995 a retrouvé une prévalence de I'asthme de 3% chez les adultes et de 3,6% chez les
adolescents de 13-14 ans (ECRHS-I, 1996). La prévalence chez ces derniers a doublé dans
cette méme population, atteignant 6,4% d'apres 1'étude ISAAC (ISAAC, 1998a; Bouayad et
Afif 1998). La prévalence de la rhinite allergique était de 9,5% (ECRHS-I, 1996). En 2010,
une ¢étude de I'environnement allergique d'une population d'enfants asthmatiques a été réalisée
a Annaba (située au Nord-Est de 1'Algérie) (Boumendjel et al., 2010). Cette ¢tude a montré
que, sur les 75 patients allergiques testés, la prédisposition génétique basée sur les critéres
familiaux est tres fréquente (74%), et que 96% de ces enfants allergiques sont asthmatiques
dont 46% ont un asthme sévere (Boumendjel et al., 2010). Aujourd'hui, 1’ Algérie compte plus
d’un million d’asthmatiques et prés de trois millions de malades souffrant de rhinites

allergiques (Douagui, 2007).

Ces maladies respiratoires sont déclenchées lors de I'exposition a des antigénes ou allergénes.

Ces antigénes sont:

*  soit des pneumallergénes aéroportés ou inhalés comme les substances des acariens, les
pollens, les moisissures et les poils d'animaux domestiques,
% ou des trophallergénes d'origine alimentaire issus d'arachides ou du lait par exemple,

* ou des allergeénes chimiques tels le formol, le latex ou les antibiotiques.

Une ¢étude basée sur l'enquéte ECRHS a montré que les sensibilités a Il'acarien
Dermatophagoides pteronyssinus, aux pollens et les poils de chat sont les plus prédominantes

(Bousquet et al., 2007).

Plusieurs autres études ont montré que [’allergie aux acariens de poussiére de maison,
essentiellement due a Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides farinae,
Euroglybphus maynei et Blomia tropicalis, est la cause la plus répandue de la rhinite
allergique, de 1’asthme et de la dermatite atopique (Arruda et al, 1997; Tsai et al., 2003;
Simpson et al., 2003). Elle est responsable de 50% des manifestations allergiques dans le
monde (Jacquet, 2009). Cette allergie aux acariens est trés fréquente en Algérie, surtout dans
les villes cotieres ou I’humidité tres €élevée favorise la prolifération des acariens (Boumendjel

etal., 2010).

A I’heure actuelle, divers allergénes d'acariens ont été purifiés. Ces allergénes sont groupés en
familles selon leur fonction biologique et l'ordre chronologique de leur purification. Un

allergéne est caractérisé par ses épitopes (déterminants antigéniques). Il est dit majeur s'il
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déclenche une réaction chez au moins 50% des patients allergiques testés. Certains de ces
allergénes ont une activité sérine protéase, d'autres sont des trypsines, des alpha-amylases, des
chitinases ou des fixateurs des acides gras. Cette fonction joue un rdle trés important dans la
compréhension du mécanisme de déclenchement de la réponse immunitaire contre ces

allergenes.

Plusieurs allergénes appartenant a la famille 5 ont été isolés a partir de différentes especes
d'acariens: Der p 5 de Dermatophagoides pteronyssinus, Blo t 5 de Blomia tropicalis, Der f 5
de Dermatophagoides farinae, Lep d 5 de Lepidoglyphus destructor, Ale o 5 de
Aleuroglyphus ovatus, Tyr p 5 de Tyrophagus putrescentitiae, Sui m 5 de Suidasia
medanensis et Gly d 5 de Glycyphagus domesticus. Ces allergénes présentent des similarités
de séquence avec les trois allergénes de la famille 21 connus jusqu'a présent (Der p 21, Blo t
21 et Der f 21). En outre, la fonction biologique de ces allergeénes est, a I'heure actuelle,
inconnue, et peu d'informations sur la caractérisation de leurs épitopes et la réactivité croisée

entre ces allergénes sont disponibles.

Une voie permettant la compréhension de la fonction biologique et des propriétés d'un
allergéne passe par l'étude de sa structure tridimensionnelle (3D). Parmi les allergenes des
familles 5 et 21, seules les structures de Blo t 5, de Blo t 21 et de Der p 5 ont été déterminées
expérimentalement par résonnance magnétique nucléaire (RMN) ou par cristallographie aux
rayons-X (RX) (Naik et al., 2008; Chan et al., 2008; Mueller et al., 2010a; Tan et al., 2012).
Leurs structures sont composées de trois hélices alpha formant une organisation en coiled-
coil. Les structures de Blo t 5 et de Blo t 21 sont monomériques tandis que Der p 5 a été
trouvée comme étant un homodimere formant une cavité hydrophobe au centre de la

molécule.

D'autres allergénes d'acariens ont des cavités hydrophobes dans leurs structures 3D. Ces
cavités leur permettent de fixer des ligands hydrophobes, essentiellement des acides gras ou
des lipopolysaccharides (LPS), présents dans la membrane externe des bactéries Gram
négatives et d’autres molécules microbiennes. Les exemples les plus étudiés sont les
allergénes d’acarien de la famille 2 (Der p 2 et Der f 2) (Derewenda et al., 2002 ; Suzuki et
al., 2006). Ces allergeénes présentent une similarité structurale avec les protéines Niemann-
Pick type 2 qui transportent le cholestérol (Friedland et a/., 2003) et avec la protéine MD2
(Myeloid Differentiation 2), qui joue un role dans la reconnaissance des LPS et dans leur

présentation aux récepteurs TLR4 (7oll-Like receptor 4), ce qui déclenche la réponse
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immunitaire (Park et al/., 2009). La RMN et les dosages biochimiques indiquent que Der p 7
(I’allergéne de famille 7 de Dermatophagoides pteronyssinus) présente une cavité hydrophobe
qui ne lie pas les LPS, mais lie avec une faible affinit¢ la polymyxine B, un lipopeptide

d’origine bactérienne (Bacillus polymixa) (Mueller et al., 2010b).

De nombreuses recherches cliniques ont ét¢é menées afin d'étudier la relation entre la
concentration en endotoxines et les B-D-glucanes dans l'environnement (particuliérement les
poussieres de maisons) et la prévalence et la sévérité de 1'asthme (Thorn et Rylander, 1998;
Douwes et al., 2000 ; Park et al., 2001 ; Smit et al., 2008). 11 a été¢ démontré que l'exposition a
ces biomolécules exacerbe les symptomes de l'asthme essentiellement chez les patients
allergiques aux acariens (Ferandez-Caldas, 2002; Rizzo et al., 2007). Des années plus tard,
Valerio et al. (2005) ont pu séquencer, a partir d'extraits d’acariens, des génes d’ARN 16S de
certaines bactéries Gram négatives (certaines especes de Bartonella, Escherichia coli,
certaines especes de Pseudomonas et de Acinetobacter) qui se trouvent étre la source des

endotoxines trouvés en complexe avec les allergénes des acariens et aggravent I’allergie.

Notre these s'inscrit dans le cadre de I'¢tude in silico des structures 3D des allergeénes
d'acariens de poussi¢res de maison des familles 5 et 21. Nous avons pour objectifs de (1)
définir les épitopes de Der p 5 et (2) de fournir des informations quant au comportement
moléculaire de ces allergénes en étudiant leur phénomene de dimérisation afin de contribuer a

I'étude des mécanismes de leur allergénicité.

Ce travail est organisé en trois chapitres. Le premier chapitre sera consacré a une revue de
littérature sur les allergies respiratoires, les allergénes des acariens et leurs fonctions
biologiques. En outre, nous aborderons également les méthodes bioinformatiques d’aide a la
compréhension des mécanismes liés a 1’allergie, les méthodes de prédiction des épitopes et

celles de prédiction de structures et de fonctions des protéines.

Dans le deuxieme chapitre, nous exposerons les méthodes et les résultats de la prédiction des
épitopes B de l'allergéne Der p 5 dans le but d'identifier les résidus impliqués dans la liaison
avec les immunoglobulines E (IgE) qui conditionne l'allergénicité de cet allergéne et de

discuter la réactivité croisée entre les allergenes des familles 5 et 21.

Le troisiéme chapitre, sera dédié a I'étude bioinformatique de la structure des allergénes de
familles 5 et 21 et de leur état oligomérique. Des techniques in silico de prédiction de

structures 3D de protéine et d'amarrage protéine-protéine seront utilisées afin d'étudier la
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structure 3D des allergénes des familles 5 et 21, ainsi que leur propension a former des
oligoméres similaires a ceux observés chez Der p 5. En effet, le dimére de cet allergéne
présente une cavité hydrophobe susceptible de fixer des ligands. Une hypothése avancée et
non encore vérifiée est que cette cavité pourrait étre impliquée dans la réponse immunitaire,

suite a I'éventuelle liaison a un ligand (Mueller et al., 2010a; Thomas, 2012).

Enfin, nous terminerons cette thése par une conclusion générale et des perspectives.



Chapitre I:

Synthése bibliographique
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Selon 1'Organisation Mondiale de la Santé, les allergies se situent au quatriéme rang des

maladies dans le monde. Plus d'un enfant sur cing est allergique.

L.1 Allergie : Définitions et nomenclatures
L’allergie ou I’hypersensibilité est une réaction excessive et pathologique du systéme
immunitaire, déclenchée suite a un contact avec une substance généralement étrangére a

l'organisme appelée antigéne ou allergéne (Johansson et al., 2001).

L’hypersensibilité immédiate, dite de type 1 selon la classification de Gell et Coombs (1963),
est la forme la plus fréquente de 1’allergie. Elle affecte plus de 25% de la population dans les
pays industrialisés (Larché et al., 2006). Cette hypersensibilité immédiate est définie comme
étant I’ensemble des phénomeénes résultant de l'interaction d'un antigéne avec des anticorps
(les immunoglobulines E - IgE) fixés sur les mastocytes, granulocytes basophiles et
macrophages. Cela provoque la libération de médiateurs chimiques comme I'histamine et les
cytokines (interleukines) responsables des processus aussi variés que les allergies respiratoires
(asthme et rhinite allergiques), le choc anaphylactique, diverses allergies oculaires et la

dermatite atopique (eczéma) (Galli et a/., 2008; Bidad et al., 2011).

Le terme atopie introduit pour la premiere fois par Coca & Cooke (1923) est par définition
une prédisposition génétique (héréditaire) a développer certaines maladies allergiques comme
l'asthme allergique, la rhinite allergique (rhume des foins) et I'eczéma (Caruso et al., 2009).
L'atopie est caractérisée par des élévations des taux d'IgE sériques en réponse a des
substances communes de I'environnement (tels que les acariens, les pollens de graminées et

les allergeénes alimentaires) (Johansson et al., 2001).

L'asthme, quant a lui, est une affection inflammatoire chronique des voies respiratoires
inférieures caractérisée par l'obstruction réversible des voies aériennes. Chez les personnes
sensibles, l'inflammation provoque des crises récurrentes de respiration sifflante, de toux,
d'essoufflement, et d'oppression thoracique (Bousquet et al., 2000). Par ailleurs, la rhinite
allergique est un trouble des voies aériennes supérieures (au-dessus du larynx) résultant de
l'inflammation médiée par les immunoglobulines E (IgE) du nez lors d'un contact de la
muqueuse nasale avec les allergénes. Ces symptomes comprennent la rhinorrhée, le prurit

nasal, I'éternuement et l'obstruction nasale (Bousquet et al., 2000).
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L'asthme et la rhinite allergique se produisent fréquemment de facon concomitante. En effet,
la présence de la rhinite allergique précéde souvent le développement de I'asthme et est un
facteur de risque connu pour I'asthme (Thomas, 2006; Bousquet et al., 2008b; Bousquet et al.,

2012).

Ces réactions allergiques sont déclenchées par les allergenes trouvés dans I'environnement
comme le pollen ou les poussiéres des maisons composées de squames animales, poils de chat
et de chiens et surtout d'acariens. L’allergie aux acariens de poussi¢res de maisons (House
dust mite, HDM) est la cause la plus répandue de I’asthme, de la rhinite (Thomas et al., 2010)
et de la dermatite atopique (Shek et al., 2010; Fuiano & Incorvaia, 2012). Plus de 85%
d'asthmatiques dans le monde sont allergiques aux acariens de poussi¢res de maisons

(Gregory & Lloyd, 2011).

1.2 Allergie aux acariens

La poussiere de maison représente la premiere source d'allergénes de I'environnement
domestique. Plusieurs études ont démontré l'existence d'une relation nette entre 1'état clinique
de l'allergie et les quantités d'acariens présentes dans son environnement. En effet,
I'exposition a des quantités supérieures a 10 microgrammes/g-de-poussiere d'allergénes
majeurs des acariens représente un facteur de risque d'exacerbation des symptomes d'asthme

et d'allergie respiratoire chez les sujets sensibilisés (Surdu et al., 2006).

1.2.1 Taxonomie et écologie des acariens

Les acariens appartiennent a 1’embranchement des arthropodes (Arthtropoda), la classe des
arachnides (Arachnida), la sous-classe des Acariens (Acari) et l'ordre des Astigmates
(Astigmata) (Spieksma, 1997) qui comprend quatre familles ayant une importance capitale
dans l'origine des phénomenes allergiques chez I'homme: Pyroglyphidae, Acaridae,
Glyciphagidae et Echimyopodidae. Les principales espéces de chaque famille sont

représentées dans le tableau n°1.
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Tableau n°1: Principales espéces des acariens domestiques

Familles Espéces Source

Dermatophagoides pterronyssinus
Pyroglyphidae Dermatophagoides farinae .\ .

Yrogip phag ) f‘ Poussiéres de maisons
Dermatophagoides siboney

Euroglyphus maynei

Acarus siro

Acaridae Tyroph t ti .
‘yrophagus putrescentiae Licux de stockage

Aleuroglyphus ovatus

Suidasia medanensis

Glycophagus domesticus

Glyciphagidae Lepidoglyphus destructor Lieux de stockage

Lepidoglyphus domesticus

Blomia tropicalis Lieux de stockage /poussiéres de
Echimyopodidae maisons

Blomia kulagini Lieux de stockage

Les acariens sont ubiquitaires. Ils ont une taille microscopique variant de 170 a 500 pm et
selon leur source, on distingue deux catégories: les acariens de poussieres de maison trouvés
surtout dans la literie, en particulier le matelas, les tapis, les moquettes et les meubles en se
nourrissant principalement de débris organiques et de squames cutanées (Zock et al., 1994 ;
Arbes et al., 2003) et les acariens de stockage trouvés essentiellement dans les entrepots de
stockage des denrées alimentaires (grains, graminées, farine, paille, foin) (Arlian, 2002). Les
acariens de la poussieére des maisons appartiennent a la famille des Pyroglyphidae, tandis que
les acariens de stockage appartiennent aux trois familles Acaridae, Glyciphagidae et
Echimyopodidae (Yadav et al., 2006). L'acarien de stockage Blomia tropicalis, autrefois
classé parmi les Glyciphagidae, a été récemment intégré dans la famille des Echimyopodidae
et considéré comme un acarien domestique des poussieres de maisons des régions tropicales

et subtropicales (Wong al., 2011).

La distribution de ces acariens domestiques varie selon le climat, la zone géographique et les
conditions socio-¢conomiques (Tang et al., 2011). La température et I’humidité sont des
facteurs cruciaux pour leur croissance (Lintner & Brame, 1993). Ils se développent dans les
environnements chauds et humides avec un optimum de température de 20-25°C et une
humidité relative comprise entre 65 et 75% (Arlian et al., 2001). Dans les climats tempérés on
trouve essentiellement Dermatophygoides pteronyssinus et Dermatophagoides farinae, dans
les régions humides comme 1'Angleterre ou le Sud des Etats-Unis on trouve Euroglyphus

maynei, et dans les régions tropicales et subtropicales c'est surtout Blomia tropicalis qui




Chapitre 1 Syntheése bibliographique

prédomine (Morgan & Arlian, 1997; Arlian, 2002).

En Algérie, peu d’études approfondies ont été réalisées sur 1’allergie aux acariens, méme si
celle-ci est treés fréquente. Une étude préliminaire de la prévalence des acariens de poussieres
de maisons a été réalisée dans 4 régions d'Algérie (Alger, Oran, Béjaia et Tizi-Ouzou). Les
résultats ont montré I'existence d'une acarofaune variée ou Dermatophagoides pteronyssinus
est l'acarien dominant et permanent suivi de Dermatophagoides farinae et d'Euroglyphus
maynei. D'autres acariens appartenant a d'autres familles ont été également identifiés
(Glycyphagus sp., Tyrophagus sp, Cheyletus sp. et Chortoglyphus arcuatus) (Abed-Benamara,
1983; Bouziane et al., 2001).

Les acariens incriminés dans les allergies respiratoires et les dermatites atopiques sont
principalement Dermatophagoides pterronyssinus, Dermatophagoides farinae et Blomia
tropicalis. Dans la plupart des études publiées sur la prévalence de sensibilisation aux
aéroallergénes dans le monde, Dermatophagoides pterronyssinus est souvent l'acarien
prédominant (Nelson et al., 1996; Carabello et al., 1998; Weghofer et al., 2008a; Shek et al.,
2010; Kidon et al., 2011; Zhang et al., 2011; Soto-Quiros et al., 2012; Chruszcz et al., 2012).
Les acariens de stockage sont reconnus pour étre la cause des dermatites de contact
professionnel (comme la dermatite des boulangers provoquée par Acarus siro) et a 1'origine
des allergies alimentaires séveres (Sanchez-Ramos et al., 2007). Yi et al. (2009) ont démontré
que l'ingestion de la farine contaminée par les acariens peut déclencher une réaction
anaphylactique sévere dans les régions tropicales et subtropicales. Le role de ces acariens de
stockage en allergie respiratoire a ét¢ reconnu plus tardivement que celui des acariens de

poussieres de maisons (Kronqvist et al., 1999; Chambers et al., 1999).

1.2.2 Allergénes des acariens

Les sources des allergénes des acariens sont les particules fécales qui s'accumulent dans les
poussiéres, mais aussi les secrétions salivaires et les débris d’acariens morts (Nadchatram,
2005). 11 faut savoir que chaque acarien a ses propres allergénes. Leur particularité est qu'il
existe une réactivité croisée entre les allergénes issus de différents acariens (Arlian et al.,
2009). En effet, les anticorps de type IgE se fixent sur une partie spécifique de la séquence
appelée déterminant antigénique ou épitope. Lorsqu'un méme anticorps est susceptible de se
lier a des allergénes différents mais dont les épitopes sont proches ou identiques on parle de

réactivité croisée entre ces allergénes.
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Les allergénes d'acariens sont soit des protéines ou des glycoprotéines avec un poids
moléculaire allant de 11 a 190 kDa. Leur nomenclature systématique est dictée par 1’Union
Internationale des Sociétés d’Immunologie (UISI) et contient trois parties séparées chacune
par un espace: les trois premieres lettres du genre de 1’organisme d’ou 1’allergene est isolé,
suivi de la premiére lettre de I’espéce, et enfin un chiffre arabe correspondant a I’ordre
chronologique d’identification de I’allergéne et de sa fonction biologique (Chapman et al.,
2007). Donc, Der p 1 est le premier allergéne isolé a partir de 1'acarien Dermatophagoides
pteronyssinus. Les allergénes natifs (naturels) ont le péfixe "n" devant leurs noms

(ex., nDer p 1), alors que les allergénes recombinants sont désignés par un "r" (ex., rDer p 1).

D'autres types moléculaires d'allergénes peuvent également étre rencontrés: les iso-allergenes
et les isoformes. Par définition, un iso-allergéne est un allergene de méme masse moléculaire
et fonction biologique qu'un autre mais avec une identit¢ de séquence d'au moins 67%
(Elsayed & Aas, 1970; Chapman, 2008), alors que le terme "isoformes" est employé pour
désigner des variants polymorphiques du méme allergéne ayant plus de 90 % d'identité de
séquences (Chapman, 2008). Si des iso-allergeénes sont identifiés, un suffixe de 01 a 99 est
utilisé (ex., Der p 1. 01, etc...). Par ailleurs, pour les variants moléculaires ou les isoformes,
un chiffre indiquant le nombre des isoformes de ces allergénes est ajouté juste apres le
suffixe des iso-allergeénes (par exemple, les 23 isoformes de Der p 1 sont désignés par Der p
1.0101, Derp 1. 0102, ... Der p 1. 0123) (Piboonpocanun et al., 2006; Chapman et al., 2007).
Les substitutions d'acides aminés dans ces séquences peuvent jouer un role trés important
pour le repérage des épitopes ou la compréhension des réactivités croisées entre les allergeénes.
En effet, les variants naturels qui présentent moins d'allergénicité reflétent les sites de
fixations des IgE des allergénes sauvages. C'est pour cette raison que les noms des allergénes
sont présentés de fagon plus précise afin de distinguer telle ou telle isoforme (Chapman, 2008;

Zakzuk et al., 2009).

A Theure actuelle, divers allergénes d'acariens ont été purifiés (tableau n°2). Certains
allergénes ne sont pas connus mais ont été identifiés et leurs séquences sont répertoriées dans
la banque de donnée des allergenes "WHO/IUIS" (http://www.allergen.org/)
ou dans la banque de données de séquences nucléiques "Genbank"
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/; Benson et al., 2011). Par ailleurs, peu d'allergénes
d'acariens ont une structure tridimensionnelle déterminée expérimentalement et déposée dans

la banque de données Protein Data Bank "PDB" (www.rcsb.org; Berman et al., 2000).
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Tableau n°2: Roéles biologiques des allergeénes d'acariens et taux de fixation d'IgE

Structure Taux de
Famille Fonction biologique Allergénes (pdb) Fixation Références
d' IgE (%)
Derp 1 2AS8 Chua et al., 1988; de Halleux et al., 2006
1 Cystéine protéase Derf'1 3DS6 70-90 Dilworth et al., 1991; Chruszcz et al., 2009
Blot1 - Mora et al., 2003; Ramos et al., 2004
Eurm 1 - Smith et al., 1999
Derp2 1KTJ Chua et al., 1990; Derewenda et al.,2002
Der f2 2F08 Trudinger et al., 1991; Suzuki et al., 2006
Blot2 - WHO/IUIS/GenBank
2 Transporteurs de ligands Eurm 2 - 60-90 Smith et al., 1999
Lepd?2 - Eriksson et al., 2001
Tyrp2 - Eriksson et al., 1998
Glyd2 - Gafvelin et al., 2001
Derp3 - Smith et al., 1994
Der 3 - Maruo et al., 1997
3 Trypsine Blot3 - 51-90 Cheong et al., 2003
Eurm 3 - Stewart et al., 1992
Tyrp3 - Liao et al., 2009
Derp 4 - Lake et al., 1991; Mills et al., 1999
4 Alpha amylase Blo t4 - 25-46 Cheong et al.,, 2009
Eurm 4 - Mills et al., 1999
Derp 5 3MQI1 Weghofer et al 2008b; Mueller et al., 20010a
Der f5 - Cuietal., 2012
Blot5 2JMH Caraballo et al., 1996; Naik et al.,. 2008
5 Fonction inconnue Lepd5 - 9-70 Eriksson et al., 2001
Aleo 5 - WHO/IUIS/GenBank
Suim 5 - WHO/IUIS/GenBank
Glyds - WHO/IUIS/GenBank
Tyrp5 - WHO/IUIS/GenBank
Der p 6 - Bennett & Thomas 1996
6 Chymotrypsine Der f 6 - 30-40 Kawamoto et al., 1999
Blot6 - WHO/IUIS/GenBank
Fonction inconnue Derp 7 3H4Z Shen et al., 1993; Mueller et al., 20010b
7 Der 7 - 50-62 Shen et al., 2011
Lepd? - Eriksson et al., 2001
8 Glutathione S-transferase Derp 8 - 40 O'Neill et al., 1995
9 Collagénase Serine protéase Derp9 - >90 King et al., 1996
Derp 10 - Asturias et al., 1998
Der f 10 - Aki et al., 1995
10 Tropomyosine Blot 10 - 5-80 Yietal, 2002
Lepd 10 - Saarne et al., 2003
Tyrp 10 - Jeong et al., 2007
Derp 11 - Lee et al., 2004
11 Paramyosine Der f11 - 80 Tsai et al., 1998
Blot 1l - Ramos et al., 2001
12 Fonction inconnue Blot 12 - 50 Puerta et al., 1996
Derp 13 - WHO/IUIS/GenBank
Protéines fixatrices d'acides Der f 13 ZA0A Chan et al., 2006
13 eras Blot13 - 10-23 U.S.WHO/IUIS/GenBank
Lepd 13 - Eriksson et al, 2001
Tyrp 13 - Jeong et al., 2005
Der p 14 - Epton et al., 2001
14 Apolipophorine Der f 14 - 30-70 Aki et al., 1994; Fujikawa et al., 1996
Eurm 14 - WHO/IUIS/GenBank
. Derp 15 - O'Neil et al., 2006
15 Chitinase Der f 15 - 70 McCall et al., 2001
16 Gelsoline/villine Der f 16 - 35 Kawamoto et al., 2002
17 Protéines fixatrices de calcium Der {17 - 35 Tategaki et al., 2000
. Derp 18 - O'Neil et al., 2006
18 Chitinase Der f 18 - 5463 "Weber et al., 2003
19 Peptide anti-microbien Blot19 - 10 WHO/IUIS/GenBank;
20 Arginine kinase Der p 20 - ? WHO/IUIS/GenBank
21 Fonction inconnue Der p 21 - Y Weghofer et al., 2008¢
Blot21 - ) Gao et al., 2007
22 Fonction inconnue Der £22 - ? WHO/IUIS/GenBank
23 Fonction inconnue Der p 23 - ? WHO/IUIS/GenBank
24 Troponine C Tyrp 24 - ? Jeong et al., 2010

WHO/IUIS/GenBank=Données non publiées mais séquences disponibles dans la liste des allergenes de WHO/IUIS ou dans GenBank

11




Chapitre 1 Syntheése bibliographique

La majorité¢ de ces allergénes d'acariens ont une activité enzymatique. Ce sont soit des
cystéine-protéases (allergénes du groupe 1), des sérine-protéases ou trypsines (allergénes du
groupe 3), des chymotrypsines (allergénes du groupe 6), des collagénases (allergénes du
groupe 9), des amylases (allergénes du groupe 4), ou des chitinases (allergénes de groupes 15
et 18) qui correspondent aux enzymes digestives protéolytiques que l'acarien sécréte afin de
dégrader les squames animales et les aliments protéiques nécessaires pour sa prolifération.
Les allergeénes du groupe 2, 13 et 14 sont des transporteurs de ligands. Ceux des groupes 10 et
11 sont des protéines musculaires (tropomyosine et paramyosine, respectivement), alors que

d'autres allergénes ont une fonction qui est a I'heure actuelle inconnue.

L'allergénicité de ces allergénes d'acariens est tout d'abord associée a leur propriété de liaison
avec les anticorps "IgE". Dans ce contexte, les allergénes appelés "majeurs" sont ceux qui
déclenchent une réaction allergique chez 50% ou plus des patients allergiques testés ou qui
présentent des réponses immédiates a des tests cutanés chez au moins 90% des sujets ayant la
maladie allergique en relation avec cet allergéne (Chapman, 2008). Les allergénes majeurs
d'acariens sont surtout ceux des groupes 1 et 2 (Der p 1 et Der p 2 isolés de
Dermatophagoides pteronyssinus et Der f 1 et Der f 2 isolés de Dermatophagoides farinae),
viennent par la suite les allergénes des groupes 4, 5 et 7 avec une allergénicit¢é moyenne.
Tandis que I'[gE-réactivité des autres allergeénes (les symptomes rapportés et/ou observés lors
du contact avec ces allergénes) est faible (tableau n°2) (Hales et al., 2006; Jacquet, 2011a).
Toutefois, 1'évaluation des taux de fixation des IgE avec les allergénes isolés de Blomia
tropicalis (Blot 2, Blot 3, Blot 5, Blot 10, Blot 11, Blo t 12 and Blo t 13) montre que
l'allergéne du groupe 5 "Blo t 5" est l'allergéne majeur et le plus important de cette espece

d'acarien (Tsai et al., 2003; Chew et al., 2009).

1.2.3 Mécanisme d'activation du systéeme immunitaire par les allergénes d'acariens

Les allergeénes induisent une réponse immunitaire adaptative humorale par la production des
immunoglobulines (IgE) spécifiques. Le mécanisme par lequel 1'allergene déclenche ces
réactions passe par deux phases: la sensibilisation et la réaction allergique proprement dite

(figure n°1).
Durant la premicre phase, l'allergéne traverse la barriere épithéliale et entre en contact avec
les cellules dendritiques (figure n°1, étape 1). Ces dernicres présentent le peptide antigénique

de I'allergene aux lymphocytes T naifs (Ty0 CD4+) qui vont se différencier, chez les patients
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allergiques, en cellules T helper 2 spécifiques (Tu2) qui, a leur tour, sécrétent les cytokines
(interleukine (IL)-4, IL-10 et IL-13) nécessaires a l'activation des lymphocytes B pour
produire les anticorps "IgE-spécifiques" (figure n°1, étapes 2 et 3). Les IgE circulants se
fixent alors a la surface des mastocytes et des basophiles (figure n°1, étape 4) (Shakib et al.,

2008; Galli et al., 2008).

Phase de sensibilisation N
Etape 1: Contact avec I’allergéne ) NN - . ,... b

e > X N N - .!f —'lf\

Etape 6: Libération
des médiateurs =
cellulaires

® 5% o o Etape 2: libération
e ® o o dellL-4,IL-10,IL-13

Etape 5: Pontage
de I’allergene avec

Etape 3: Production les IgE spécifiques "

d’IgE Etape 4: Fixation des
IgE sur la surface des

@ N mastocytes

Phase de réaction allergique

Figure n°l1: Voie classique de la réponse allergique (adapté de Shakib et al., 2008). APC,
Cellules présentatrices d'antigénes (Antigen Presenting Cells); Th2, Lymphocytes T helper 2; BC,
Cellules lyphocytaires B; MC, Cellules Mastocytaires.

Lors d'une exposition ultérieure au méme allergéne (phase de réaction allergique), ce dernier
se lie aux molécules IgE spécifiques fixées a la surface des mastocytes et des basophiles grace
a ses déterminants antigéniques (épitopes) en créant ce qu'on appelle un pontage entre deux
IgE adjacents et l'allergéne (figure n°l, étape 5). Ce pontage stimule, par voie de
signalisation, la dégranulation de ces mastocytes et la libération de médiateurs cellulaires tels
que I'histamine et les leucotriénes (des lipides ayant un réle chimiotactique) (figure n°1, étape

6). Ces médiateurs vont provoquer les symptomes de I'asthme, y compris Ia
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bronchoconstriction, la perméabilité vasculaire, la production de mucus et la vasodilatation

(Galli et al., 2008).

Chez les sujets non allergiques, les lymphocytes T naifs sont plutdt différenciés en cellules
Tul qui produisent principalement de 1’interféron-y (IFN-y), de I’'IL-2 et du TNF-f (le facteur
de nécrose tumorale-f). Ces cytokines inhibent la production des IgE en agissant directement

sur les lymphocytes B.

En plus de l'activation des lymphocytes Ty2 et la production des IgE spécifiques, on assiste
chez les sujets atopiques a une exacerbation des symptdmes de 1'asthme suite a l'activation des
lymphocytes Tyl et a d'autres lymphocytes T, notamment les Tyl7 (caractérisés par la
production des I1-17) et les lymphocytes T régulateurs (Treg) (Ouyang et al., 2008; Wang &
Liu 2008; Zhao et al., 2012). Ces derniers ne sont pas des effecteurs de la réaction
inflammatoire allergique (contrairement a Tyl, Tu2 et Tyl7), mais des régulateurs faisant

défaut chez les sujets allergiques (Lewkowich et al., 2005).

Cependant, en plus de ces réactions immunitaires, les allergénes d'acariens peuvent
déclencher la réponse immunitaire innée et aggraver l'allergie grace a leurs proprités
biochimiques et a leurs fonctions biologiques (Jacquet, 2009; Wills-Karp, 2010; Jacquet et al.,
2011a et 2011b; Platts-Mills & Woodfolk, 2011). Par conséquent, dans le cas d'une réponse
immunitaire de type allergique, l'activation du systéme immunitaire peut se faire par (1)
l'allergéne en lui méme via la fixation aux IgE spécifiques (suivant les étapes décrites ci-
dessus) (figure n°2a, b) et (2) par des adjuvants ou immunomodulateurs présents dans
I'environnement qui conjointement avec un antigene stimulent et renforcent le systeme

immunitaire en activant la réponse immunitaire innée (figure n°2c, d, e).

Effectivement, des molécules microbiennes ayant le réle d'adjuvant sont souvent présentes
dans les poussiéres en association avec les allergénes d'acariens (figure n°2c, d, e). Plusieurs
¢tudes ont mis en évidence la relation entre le B-D-glucane (constituants des parois des
cellules fongiques), les endotoxines (constituants des membranes des bactéries Gram
négatives) et la chitine (polymeére a base de glucosamine qui forme l'exosquelette des
acariens ainsi que des parois des cellules fongiques) et 1'exacerbation des symptdmes de

l'allergie (Fahlbusch et al., 2003; Da silva et al., 2010; Jacquet, 2011a et 2011b).
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Figure n°2: Molécules intervenant dans l'activation du systéme immunitaire en association

avec les acariens (Issu de Gregory & Lloyd, 2011).

Parmi tous les allergénes d'acariens, seulement deux familles majeures de protéines ont été

étudiées profondément et leur role est crucial dans la stimulation et I'activation de la réponse

immunitaire innée: les protéases des groupes 1, 3, 6 et 9 par leur protéolyse cellulaire et les

protéines fixatrices de ligands présentés par les groupes 2 et 7 et probablement 13, 14, 5 et 21,

a travers leur transport facilité des adjuvants microbiens (Epton et al., 2001; Mueller et al.,

2010a et 2010b; Chan et al., 2006; Chapman et al., 2007; Shakib et al., 2008; Jacquet et al.,

2011c; Tsai et al., 2011; Thomas, 2012). Les exemples les plus illustrés sont le role de la

cystéine protéase de Der p 1 et la fixation des lipopolysaccharides par Der p 2 (figure n°3).
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Der p 2- Derp 1 Chitine Derp?
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Figure n°3: Voies d'activation du systéme immunitaire par les allergénes d'acariens et leurs

adjuvants (adapté de Jacquet, 2009). IL= Interleukine, TLR= Toll-like receptor (récepteurs de type Toll-

like); MCP-1=Monocyte chimoattractant protein 1; LPS= Lipopolysaccharides.

Le contact des adjuvants microbiens (les lipopolysaccharides, le glucane ou la chitine) avec
les allergénes d'acariens peut activer les récepteurs sensibles comme les PRR (Pattern
Recognition Receptors) trouvés a la surface des cellules épithéliales pulmonaires et induire la
réponse immunitaire innée. Cette stimulation conduit a la production des chimiokines et des
cytokines qui favorisent le recrutement des cellules leucocytaires du systéme immunitaire et
provoquer, ainsi, une ¢€osinophilie (augmentation permanente des éosinophiles), une
neutrophilie (augmentation permanente des neutrophiles) et I'hyperréactivité et le remodelage

des voies respiratoires.
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La voie d'activation de cette réponse immunitaire par Der p 1 a été largement étudiée, et a fait
I'objet de plusieurs travaux qui ont montré la complexit¢é du mécanisme d'action de cet
allergéne avec son activité enzymatique liée a sa fonction protéasique. Pour simplifier le role
de cette activité, nous avons repris la figure n°4 adaptée de Shakib et a/. (2008) ou les cellules
cibles effectrices et leurs conséquences immunologiques sont pointées par des fléches rouges

et bleues, respectivement.

Derp1l
; ; SP-A
al-antitrypsine
¥ VP (E% SP-D
Perturbation de la balance .
Occlud e
protéase/anti-protéases coudine Moins dinhibition
Z0-1 des allergenes

i | R

Altération tissulai Augmentation du passage des allergenes Favorisation du contact
eration tissulaire a travers la barriére épithéliale avec les Mastocytes Epithélium
00000000000 000 0000000000000 00000

Plus de réactions
IgE-dépendante
DC CD4O

DC-SIGN Réactions IgE-
\ N Moins de thiols CDZS indépendante (...-
Moins d IL-12 / ”

Moins de fixation l s
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~= i
—~ l
~
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__CD25 l .

/ ™\
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Figure n°4: Mécanisme d'action de l'allergéne majeur Der p 1 (adapté de Shakib et al., 2008).
EC= Cellules épithéliale; BC= Cellules lyphocytaires B; TC= Cellules Lymphocytaires T; Treg= Lymphocytes
T régulateurs; MC= Cellules Mastocytaires; SP-A, SP-D= Surfactant pulmonaire A et D; ZO-1= Zonula
Occludens-1; DC-SIGN= Molécules d'adhésion intracellulaire non-intégrine 3 spécifiques aux cellules

dendritiques; ICAM-3= Molécule d'adhésion intercellulaire 3.

Der p 1 est capable de modifier la perméabilité de 1'épithélium bronchique et les jonctions
serrées en clivant le domaine extracellulaire de 1'occludine et des claudines associées aux
protéines intracellulaires Zona Occludens (ZO) (Wan et al., 2000), ce qui facilite le passage
de cet allergene (ainsi que d'autres) via les cellules épithéliales et facilite leur accessibilité aux
cellules dendritiques. Cette activité est également accomplie par les allergeénes des groupes 3,

6 et 9 (Der p 3, Der p 6 et Der p 9) (Tomee et al., 1998; King et al., 1996).
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Adam et al. (2006) ont montré que Der p 1 est capable de stimuler la production des IL-6,
des IL-8, des éotaxines (des chémokines impliquées dans le recrutement des €osinophiles) et
des GM-CSF (facteurs destinés a stimuler la multiplication des granulocytes et des
macrophages) mais par une voie d'activation PAR-2 (récepteurs activés par des tryptase)
indépendante, contrairement & Der p 3 et a Der p 9. Par conséquent, la présence d'IL-6 induit
la polarisation des cellules Ty0 en cellules Tyl7 qui accentuent la pathologie des voies
respiratoires en agissant sur les muscles lisses des voies aériennes (Wang & Liu, 2008). En
plus, Der p 1 inactive catalytiquement la protéine al-antitrypsine (protéine anti-protéase) qui
protége la muqueuse respiratoire contre les sérine-protéases (Kalsheker et al., 1996). Der p 1
et Der f 1 peuvent, également, inhiber les protéines A et D (SP-A et SP-D) du surfactant
pulmonaire ayant un role inhibiteur sur la fixation de ces allergeénes sur les IgE liés a la

surface des mastocytes afin d'empécher la dégranulation de ces derniers (Deb et al., 2007).

Der p 1 peut, également, avoir une action sur les différentes cellules leucocytaires. En effet, il
peut induire la sécrétion de 1'lL-4 par les mastocytes et les basophiles indépendamment d'une
sensibilisation IgE-dépendante (Machado et al., 1996). De plus, il est susceptible d'agir sur la
surface des lymphocytes B en clivant spécifiquement les récepteurs de faible affinit¢ CD23
des IgE et par conséquence provoquer la suppression du mécanisme de la régulation de
production des ces anticorps (Schulz et al., 1997). Cet allergéne clive également les
récepteurs CD25 des lymphocytes T provoquant ainsi une diminution de la sécrétion de
I'INT-y et donc l'orientation de la prolifération des lymphocytes T vers une réponse Ty2. Der
p 1 a également cette méme action sur la surface des cellules dendritiques en éliminant leurs
récepteurs CD40 et réduisant ainsi la production des IL-12 qui jouent un rdle dans la
prolifération des cellules vers un profil Tyl (Ghaemmaghami et al., 2002). Le clivage des
molécules DC-SIGN par Der p 1 peut de méme favoriser la voie Ty2 (Furmonaviciene et al.,
2007). A coté de toutes ces actions, Fuiano & Incorvaia (2012) ont aussi signalé 1'importance

du réle de Der p 1 dans le développement de la dermatite atopique chez les enfants.

D'autre part, la fonction des allergénes du groupe 2 "Der p 2" et "Der f 2" ¢était inconnue
jusqu'a ce que l'on découvre leur similarité structurale avec la molécule MD-2 (Myeloid
Differentiation 2) qui lie les lipopolysaccharides des bactéries gram négatives et déclenche la
voie de signalisation de type TLR-4 (Toll-like receptor 4) dépendante en se fixant sur ces
récepteurs trouvés a la surface des cellules épithéliales pulmonaires, des macrophages et des

cellules dendritiques (Ichikawa et al., 1998; Derewenda et al., 2002; Suzuki et al., 2006; Kim
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et al., 2007). De nombreux allergenes sont membres de la famille de protéines fixatrices de
lipides, ce qui suggere que leur activité liée aux lipides associés pourraient également
contribuer a l'allergénicité de ces allergénes (Trompette et a/., 2009). Der p 2 peut, également,
affecter les cellules musculaires lisses en stimulant une voie de signalisation MyD88
dépendante du récepteur TLR-2 (Chiou & Lin, 2009). Récemment, Tsai et al. (2011) ont pu
démontrer qu'en plus de l'induction de la réponse immunitaire TLR-4 dépendante, Der p 2
peut aussi activer les cellules B et induire la production des cytokines IL-1b, CXCL10, IL-8 et
TNF-a.

Peu d'informations sont trouvées sur les allergénes de groupe 7. Mueller et al. (2010b) ont
classé cet allergene Der p 7 parmi les protéines fixatrices de petits ligands, en démontrant
quil fixe la polymyxine B, peptide isol¢ de Bacillus polymyxa, mais pas les
lipopolysaccharides. Cet allergéne pourrait donc déclencher une réponse immunitaire en

activant le récepteur TLR-2 (Jaquet et al., 2011a).

Le mécanisme des allergénes du groupe 5 est inconnu, mais des travaux ont montré que
l'allergéne recombinant de Der p 5 stimule la production des IL-6 et IL-8 avec un mécanisme
protéase-indépendant (Kauffman et al., 2006). Par ailleurs, la structure tridimensionnelle de
Der p 5 présente une cavité¢ hydrophobe qui pourrait accueillir et transporter des ligands
hydrophobes et ainsi déclencher une réponse immunitaire comme celle des allergenes des

groupes 2 ou 7 (Mueller et al., 2010a; Thomas, 2012).

Nous voyons clairement que les propriétés biochimiques de ces allergénes contribuent
directement a I'aggravation de l'allergie et que la fonction biologique de ces allergeénes joue
donc un rdle primordial dans la compréhension des mécanismes d'activation du systeme

immunitaire.

1.2.4 Role de la structure des allergénes dans leur allergénicité

La structure 3D des allergenes définit en partie leur fonction biologique (Pomés, 2002). Ainsi,
la forme allongée de la tropomyosine de Dermatophagoides pteronyssinus (Der p 10) est
appropriée pour la contraction musculaire, alors que la forme globulaire de Der p 2 avec sa
cavité hydrophobe lui permet de transporter des ligands hydrophobes tels que les LPS. Cette
structure 3D pourrait nous fournir des informations quant a la fonction des allergénes, nous

donner une idée sur la position des épitopes et, ainsi, contribuer a I'é¢tude des mécanismes de
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leur allergénicit¢ et permettre la conception de variants hypoallergéniques pour

I'immunothérapie spécifique.

Les allergenes du groupe 1 sont des cystéines protéases et leurs structures 3D ressemblent a
celles des papaines (papain-like). Les structures de Der p 1 et de Der f 1 ont été résolues
expérimentalement par cristallographie aux rayons-X (code PDB 2AS8 et 3DS6,
respectivement) (de Halleux et al., 2006; Chruszcz et al., 2009). Ces structures ont une forme
globulaire avec deux domaines appelés "domaine Left" (constitué majoritairement d’hélices o
formées par les résidus 101 a 196, selon la numérotation du fichier PDB 2AS8 de Der p 1) et
le "domaine Right" (constitué d’hélices a et de feuillets B formés par les résidus 197 a 299,
selon la numérotation du fichier PDB 2AS8 de Der p 1). Ces deux domaines délimitent un
sillon comportant la triade catalytique C34-H170-N190 (selon la numérotation du fichier PDB
2AS8 de Der p 1) (figure n°5). Trois ponts disulfures sont présents dans Der p 1 et conservés
dans Der f'1 (C4-C117, C31-C71, et C65-C103, selon la numérotation du fichier PDB 2ASS).
Toutefois, la structure de Der p 1 est susceptible de dimériser contrairement a ce qui a été
trouvé pour Der f 1 (De Halleux et al., 2006). L'interface du dimére de Der p 1 est entre autres
formée de trois paires de résidus polaires et aromatiques (H69-H72, D146-D148 et Q166-
N168, selon la numérotation du fichier PDB 2AS8) qui jouent un réle crucial dans la stabilité
de ce dimere. Les structures de Der p 1 et de Der f 1 montrent des différences au niveau de
quatre régions de surface et dans le site de fixation de l'ion manganése mais une conservation
de certaines zones qui sont probablement responsables de la réactivité croisée entre ces deux

allergénes (Chruszcz et al., 2009).

Par ailleurs, plusieurs études ont fait I'objet de la caractérisation des épitopes de ces allergenes
du groupe 1. Greene & Thomas (1992) et Jeannin et al. (1992) ont identifi¢ les segments 15-
33, 60-80, 81-94, 101-111, 117-133, 155-175, 176-187 et 188-199, comme épitopes dans Der
p 1 (figure n°5c¢). Parmi ces épitopes, seulement celui en position 60-80 est conservé dans Der
f 1, expliquant ainsi la réactivité croisée entre ces deux allergenes (Collins et al., 1996).
Récemment, plus de deux structures d'anticorps Fab-Der p 1 et Fab-Der f 1 ont été résolues
(Chruszez et al., 2009; Zhong et al., 2011; Chruszcz et al., 2012). Ces structures fournissent

plus d'informations sur la réactivité croisée entre Der p 1 et Der f 1.
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Figure n°S: Structures tridimensionnelles des allergénes d'acariens du groupe 1.
(a) Superposition de structure entre Der p 1 (en cyan, code PDB 2AS8) et Der f 1 (en bleu,
code PDB 3D6S). (b) Structure dimérique de Der p 1 (code PDB 2ASS), les résidus qui
stabilisent I'homodimére sont présentés en bleu. Les résidus catalytiques et les ponts
disulfures sont présentés en sticks rouges et en magenta, respectivement. (c) Présentation en
surface de 'homodimeére de Der p 1 en cyan et la position des différents épitopes déterminés

expérimentalement.

Les structures des deux allergénes majeurs Der p 2 et Der f 2 ont été également résolues
expérimentalement par cristallographie aux rayons X (code PDB 1KTJ et 2F08,
respectivement) (Derewenda et al., 2002; Suzuki et al., 2006). Ces deux allergenes montrent
une grande similarité structurale avec la molécule MD-2 qui joue un role dans la
reconnaissance des LPS et dans leur présentation aux récepteurs TLR-4 (figure n°6a et b).
Leurs structures sont constituées principalement par des feuillets 3 antiparalleéles formant ce

qu'on appelle des "B-sandwich". Trois ponts disulfures sont trouvés dans Der p 2 (C21-C27,
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C73-C78 et C8-C119, selon la numérotation dans le fichier PDB 1KTJ) (Derewenda et al.,
2002) (figure n°6c). Ces ponts disulfures qui stabilisent la structure sont également
conservées dans Der f 2 (Ichikawa et al., 1998). Le repliement de ces structures forme une
grande cavité hydrophobe qui fixe les LPS (Ichikawa et al., 2009). La cavité hydrophobe de
Der f 2 a une surface moléculaire de 413 A® et un volume de 348 A® (Suzuki et al., 2006).
Cette cavité est nettement inférieure a celle de Der p 2 (avec une surface de 1150,6 A? et un
volume de 1509 A%) et a celle de MD-2 (avec une surface de 2374,1 A% et un volume
1099.4 A®). Cependant, Ichikawa et al. (2009) ont montré que Der f 2 lie les LPS entre ses
deux grands feuillets 3, d'une maniere similaire a MD-2, avec une affinit¢ de l'ordre du
nanomolaire. Cette conservation de structure pourrait donc étre l'un des facteurs les plus

cruciaux qui déterminerait 1'allergénicité de ces allergeénes du groupe 2.

(b) (c)

Figure n°6: Structures tridimensionnelles des allergénes d'acariens du groupe 2. (a)
Superposition de structure entre Der p 2 (en violet, code PDB 1KTJ) et Der f 2 (en jaune,
code PDB 2F08). (b) superposition de structure de la molécule MD-2 (en gris, code PDB
3FXI) avec Der p 2 et Der f 2. (c) Position des ponts disulfures (en sticks bleus) et les résidus
épitopes majeurs E25 et E102 (en sticks oranges) dans Der p 2.

De plus, plusieurs épitopes ont été identifiés pour Der p 2 (Smith & Chapman, 1996;
Hakkaart et al, 1998; Mueller et al., 2001; Derewenda et al., 2002; Ipsen et al., 2004.).
Chaque ¢étude a identifié¢ différents résidus jouant un réle important dans la fixation avec les
IgE mais les mutants générés n'ont pas été efficaces en tant que candidats pour des vaccins
pour l'immunothérapie spécifique a Der p 2 sauf pour les deux résidus E25 et E102 (figure

n°6¢) (Reginald, 2006).
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Il faut, par ailleurs, souligner que les deux allergénes majeurs Der p 1 et Der p 2 ont,
respectivement, 23 et 13 isoformes. L'analyse de la substitution d'acides aminés dans ces
derniers peut avoir un role dans la réactivité allergique et dans l'allergénicité de ces allergenes

si ces substitutions se trouvent dans leurs épitopes B ou T (Chapman et a/., 2009).

Les allergenes des groupes 7 et 13 sont également considérés comme des protéines fixatrices
de ligands hydrophobes. Parmi les allergeénes de cette famille 7, seule la structure de Der p 7
est résolue expérimentalement par RMN mais ses épitopes n'ont pas été identifiés (Mueller et
al., 2010b). Cet allergéne présente une structure allongée formée d'hélices a et de feuillets 3,
avec de petites cavités hydrophobes au centre de la molécule (figure n°7). La forme et la taille
de ces cavités peuvent expliquer le fait que cet allergéne ne puisse pas lier les LPS mais lie

des petites molécules comme la polymyxine B (Mueller et al., 2010b).

Figure n°7: Structure tridimensionnelle cristallographique de Der p 7 (code PDB 3H4Z).

Par ailleurs, Shen et al. (2011) et Chou et al. (2011) ont créé, in silico, un mod¢le de structure
pour Der f 7 et ont pu définir, par la méthode des peptides contigus se chevauchant
(Contiguous Overlaping Peptides-COP), deux régions épitopes (S56-157-L58-D59-P60 et
G46-147-L48-D49-F50, selon la numérotation dans le fichier PDB 3H4Z de Der p 7)
responsables de la fixation des IgE et jouant un réle sur la réactivité croisée entre Der f 7 et
Der p 7. Bien que les premiers essais de cristallisation de Der f 7 aient donné de bons

résultats, la structure de cet allergéne n'est pas encore complétement déterminée (Tan et al.,

2011).
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La structure RMN de l'allergéne Der f 13 a ét¢ déterminée par Chan et al. (2006) (code PDB:
2A0A). Cette structure ressemble beaucoup aux protéines fixatrices d'acides gras (fatty-acid-
binding proteins -FABPs). Le feuillet § de la partie Nyeyminae €St suivi par un motif hélice-
coude-hélice et puis neuf autres brins [} antiparalleles (figure n°8a). Un seul épitope B
composé des quatre acides aminés chargés E41, K63, K91 et K103 (selon la numérotation

dans le fichier PDB 2A0A) a été caractérisé pour cet allergene (figure n°8b) (Chan et al.,
2000).

(a) (b)
Figure n°8: Structure RMN de Der f 13 (code PDB 2A02) (a) et position de ses épitopes en
sticks bleus (b).

Les allergeénes du groupe 5 sont également importants. Seules les structures des allergénes
majeurs Blo t 5 et Der p 5 ont été déterminées expérimentalement par RMN et par RX,
respectivement (Naik et al., 2008; Chan et al., 2008; Mueller et al., 2010a). Leurs structures
sont composées de trois hélices alpha formant une organisation en coiled-coil. Deux
structures ont été résolues pour Blo t 5: code PDB 2JMH (Naik et al., 2008) et 2JRK (Chan et
al., 2008). Le repliement de cette protéine est différent entre ces deux structures (figure n°9a
et b). Cependant, les interactions entre les hélices de la structure de Der p 5 ressemblent plus a
la structure 2JMH de Blo t 5 (figure n°9a, b et g), ce qui plaide en faveur du PDB 2JMH en
tant que structure de Blo t 5 (Mueller et a/., 2010a).
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Figure n°9: Structures 3D des allergénes d'acariens des groupes 5 et 21. (a) Structure RMN
de Blo t 5, code PDB 2JMH. (b) Structure RMN de Blo t 5, code PDB 2JRK. (c) Position des
résidus majeurs de I'épitope conformationnel de Blo t 5 en sticks bleus. (d) Position des
résidus majeurs de I'épitope linéaire de Blo t 5 en sticks bleus. (e¢) Structure RMN de Blo t 21,
code PDB 2LM09. (f) Position des résidus majeurs de 1'épitope conformationnel de Blo t 21 en
sticks roses. (g) Chaine A de la structure cristallographique de Der p 5 (code PDB 3MQI;
3MQ1_A), la G45 est représenté en stick bleu. (h) Structure de 1'homodimére de Der p 5
(chaine A en rouge et chaine B en orange; 3MQ1_AB): position des glycines 45 (en sticks
bleus) et des valines 85 et 88 (en sticks verts).
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Par ailleurs, la structure de Blo t 5 est rapportée sous forme de monomeére (Chan et al., 2008;
Naik et al., 2008) tandis que celle de Der p 5 (code PDB 3MQ1) a été trouvée comme étant
un homodimeére formant une grande cavité hydrophobe au centre de la molécule (de 1777,8
A? de surface et 3051,2 A’ de volume) (figure n°%h) (Mueller et al., 2010a). D'aprés ces
auteurs, la glycine en position 45 (G45) de 1'hélice Ny minae pourrait jouer un réle dans la
dimérisation de Der p 5 (figure n°9g et h). Cette glycine pourrait étre importante pour la
flexibilité de cette hélice et conduire a la formation du dimere ou les deux chaines de Der p 5

sont enchevétrées (figure n°9g).

La séquence de Der p 5 ne contient pas de résidus cystéines, mais sa structure dimérique
semble étre stabilisée par une liaison de type "valine zipper" entre la valine 85 de la premiere
chaine et la valine 88 de la deuxiéme chaine (figure n°9h). Ainsi, Mueller et a/. (2010a) ont
suggéré que la création d'une cavité hydrophobe appuie I'hypothése que cet allergéne pourrait
étre considéré comme une protéine fixatrice de ligands, comme les allergénes du groupe 2, et

contribuerait ainsi a l'aggravation des symptomes de 'allergie.

Deux épitopes B ont été identifiés dans Blo t 5, un conformationnel (Naik et al., 2008) et
l'autre linéaire (Chan et al., 2008) (figure n°9c et d), mais aucun é€pitope n'est encore connu
pour Der p 5 jusqu'a présent. L'épitope conformationnel de Blo t 5 est composé de deux
résidus (N46 et K47) situés a l'extrémité de la deuxiéme hélice et de deux autres résidus (K54
et R57) dans le début de la troisieme hélice (figure n°9c). L'épitope linéaire, quant a lui, est
composé de 15 acides aminés contigus (E76-E91). Dans cet épitope, quatre résidus sont
définis comme majeurs jouant un role crucial dans la fixation des IgE: E76, D81, E86 et E91

(figure n°9d).

Les allergénes de la famille 21 présentent des similarités de séquences avec leurs homologues
de la famille 5. La structure 3D de l'allergéne Der p 21 n'a pas été résolue expérimentalement,
mais a ¢ét¢ étudiée par diffusion des rayons-X aux petits angles (Small Angle X-ray
Scattering-SAXS) et par dichroisme circulaire. Les résultats de ces expériences suggerent que
cet allergeéne soit également composé de trois hélices alpha et pourrait présenter une structure
sous forme de dimeére avec une forme allongée. Les simulations ab initio réalisées proposent
un mode de dimérisation différent que celui de Der p 5 (Weghofer et al., 2008c). Cependant,
la structure de Blo t 21 a été récemment déterminée expérimentalement par RMN (code PDB
2L.M09, figure n°9¢) (Tan et al., 2012). Cette structure est sous forme de monomere avec une

conformation trés semblable a celle de Blo t 5. Ces auteurs (Tan et al., 2012) ont également
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identifié la position d'un épitope conformationnel de Blo t 21 composé des résidus E74, D79

et le E84 d'un coté, et de E89 et D96 dans l'autre co6té (figure n°9f).

Les résultats obtenus dans toutes ces ¢tudes fournissent plus d'informations sur les
caractéristiques moléculaires et structurales relatives a l'allergénicité et a la réactivité croisée
entre les allergeénes. Ces informations pourront servir a la conception des hypoallergenes pour

I'immunothérapie spécifique.

I. 3 Traitement des allergies respiratoires par I'immunothérapie spécifique

L'immunothérapie spécifique ou la désensibilisation implique I'administration de
concentrations croissantes d'extraits spécifiques de l'antigéne aux patients allergiques dans le
but d'induire un état de tolérance immunologique traduit par une diminution de
I'hypersensibilité et une réduction des symptodmes lors d'une exposition ultérieure a l'antigene
(Durham, 2006). Elle rétablit 1’équilibre des réponses Tyl/Ty2. En effet, I'immunothérapie
avec des extraits de Dermatophagoides pteronyssinus améliore la fonction pulmonaire des
enfants atteints d’asthme allergique. Cette amélioration est assistée par la diminution des taux
sériques d’IL-4 et d’IL-13 (qui interviennent dans la réponse immunitaire Ty2) et a
I’augmentation des taux sériques d’IFN-y favorisant ainsi une réponse Tyl (Chen et al., 2009).
Par inhibition de la fonction des lymphocytes T2, les lymphocytes Tyl peuvent avoir un
effet protecteur et bénéfique dans I’asthme. Les cellules Treg sont également une cible
prometteuse pour l'immunothérapie spécifique. Huang et al. (2011) ont montré que ces
lymphocytes T régulateurs contribuent a l'atténuation de l'allergénicité de Blo t 5 par la
production de I'L-35. La caractérisation de l'allergénicité des allergenes d'acariens pourrait
donc ouvrir la porte a de nouvelles stratégies thérapeutiques pour bloquer efficacement cette

cascade inflammatoire exacerbée (Jacquet, 2011b).

La biologie moléculaire des allergénes a fait de grands progrés au cours de ces 20 derniéres
années au travers du clonage et du séquencage des allergeénes, de I'expression des allergénes
recombinants, de la détermination de leurs structures tridimensionnelles, et des essais
cliniques de vaccins d'allergénes recombinants (Chapman et al., 2009; Pomés, 2010). La
disponibilité des structures des allergénes majeurs les plus courants a contribué fortement a la
compréhension de la fonction biologique et a la détermination des épitopes des allergenes: ce
qui a ainsi permis de produire des vaccins antiallergiques qui permettent un ciblage spécifique

des mécanismes des maladies allergiques. De plus, le développement des systeémes
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d'expression des allergénes recombinants ont permis la conception des formes modifiées des
allergénes appelées «hypoallergénes» dans lesquelles les épitopes B reconnus par les IgE sont
¢liminés tandis que les épitopes T et ceux reconnus par les IgG sont conservés, permettant
ainsi I’induction des anticorps de type IgG neutralisants (Valenta, 2002; Linhart & Valenta,
2012).

Pour les allergenes inhalés, les épitopes conformationnels semblent étre la principale cible de
I'IgE-réactivité. Cependant, ces épitopes sont difficiles a localiser in vitro, du fait de la
difficulté expérimentale d'obtention des complexes allergénes-IgE. C'est pourquoi d'autres
approches ont ét¢ mises au point, telles que l'introduction de mutations par mutagénése
dirigée dans les zones de surface des allergénes (Ferreira et al., 1998; Chan et al., 2008),
l'inhibition de l'interaction entre l'allergéne natif et muté avec les IgE a l'aide des anticorps
monoclonaux (Chapman et a/., 1987; Naik et a/., 2008) ou encore le phage display (Folgori et
al., 1994; Hantusch et al., 2004). Plusieurs stratégies ont été envisagées pour le traitement de
l'allergie (figure n°10). La modification de la structure tridimensionnelle des antigénes a été
un moyen efficace pour concevoir des variants hypoallergéniques recombinants qui ont un
potentiel d'application clinique et thérapeutique chez les patients allergiques. Les allergénes
recombinants structuralement modifiés peuvent étre préparés en utilisant des peptides
contenant les épitopes T, les épitopes B, ou des fragments d'allergenes dont la structure est
altérée soit par mutation des ponts cystéines, par exemple, ou en les fixant sur des molécules
porteuses (supports) (Focke et al., 2001; Smith & Chapman, 1996; Takai et al., 1997; Chen et
al., 2012a; Chen et al., 2012b; Valenta et al., 2011).
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Figure n°10: Approches pour la génération de vaccins hypoallergéniques contre les allergies.
Au dessus, une représentation schématique de la structure primaire des allergénes. Les
peptides impliqués dans la formation d'épitopes B conformationnels sont colorés en orange et
rouge, tandis que des peptides reconnus par les lymphocytes T sont en vert, bleu et jaune. (A)
Peptides des épitopes T isolés. (B) Fragments d'allergénes recombinants dont les épitopes B
sont absents. (C) Oligomeres d'allergénes. (D) Mutation des résidus impliqués dans la liaison
avec les IgE sans modification de la structure. (E) Variants de repliement. (G) mosaiques
contenant des épitopes T conservés tandis que les épitopes B conformationnels sont perdus.
(F) Dérivés d'allergénes fixés sur un support avec absence d'épitopes B et des épitopes T

(Issue de Valenta et al., 2011).

Au vu de leur grande allergénicité, Der p 1 et Der p 2 ont fait I'objet de plusieurs études pour
le développement des hypoallergénes et la conception des vaccins thérapeutiques (Asturias et

al., 2009; Zhong et al., 2011; Walgraffe et al., 2009; Chen et al., 2012a; Chen et al., 2012b).

1.4 Méthodes Bioinformatiques d’aide a la compréhension des mécanismes liés a
Pallergie

Les progres en biologie moléculaire ont permis un accroissement rapide des données li¢es a
l'allergie (l'augmentation du nombre de séquences des allergénes, leurs structures
moléculaires, leurs réactions croisées), ce qui, par conséquent, nécessite des moyens avancés
pour leur gestion et leur analyse. Ainsi, des méthodes bioinformatiques attribuées a 1'étude des

allergénes ont été ¢laborées, entre autre, la conception des banques et des bases de données
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des allergenes. La bioinformatique ou l'immunoinformatique offre également des atouts
cruciaux pour la détermination de l'allergénicité des allergénes grace au développement des
méthodes de prédiction de leurs déterminants antigéniques (épitopes B ou T) et des méthodes
de prédiction des structures tertiaires et d'amarrage protéines-protéines/protéine-ligands qui
aident a la compréhension de la fonction biologique et des mécanismes par lesquels les

allergenes pourraient déclencher la réponse immunitaire.

1.4.1 Bases de données généralistes et spécialisées

Un grand nombre de séquences, entre autres les s€quences des allergénes, sont actuellement
disponibles dans la littérature. Ces séquences sont collectées et stockées de maniere structurée
dans un certain nombre de banques de données. Les principales banques de données sont
Genbank, EMBL (The European Molecular Biology Laboratory), DDBJ (DNA Data Bank of
Japan), Uniprot et PDB (Protein Data Bank) (Tableau n°3) (Brusic et al., 2003).

Tableau n° 3: Bases de données généralistes

Bases de données URL Références
Genbank/GenPept http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ | Benson et al., 2011
EMBL/TrEMBL http://www.ebi.ac.uk/embl/ Kulikova et al., 2004;
Cochrane et al., 2008
DDBJ/DAD www.ddbj.nig.ac.jp Kaminuma et al., 2011
UniProtKB/Swiss-Prot | http://www.uniprot.org The UniProt
Consortium 2010
PDB www.rcsb.org Berman et a/., 2000

Les trois banques de données GenBank, EMBL et DDBJ contiennent toutes les séquences
nucléiques et leurs annotations (informations sur les séquences, l'organisme producteur, la
référence, etc...). Les données sont collectées, mises a jour et échangées quotidiennement
entre ces trois banques de données. GenPept, TTEMBL et DAD, trouvés dans ces trois
banques de données, respectivement, sont des banques de données de séquences protéiques
dérivées a partir des traductions des séquences codantes de ces trois bases de données de
nucléotides. Par ailleurs, les séquences protéiques proprement dites sont stockées et annotées
dans la banque de donnée Uniprot. Cette derniere fournit des informations sur la fonction des
protéines, leurs modifications post-traductionnelles, leurs domaines et leurs sites catalytiques.

Les structures de biomolécules sont, quant a elles, déposées dans la banque de donnée PDB.
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Toutes ces banques de données disposent des liens entre elles, mais également vers d'autres

bases de données rendant ainsi la recherche beaucoup plus enrichie.

Ces bases de données contiennent une proportion importante d'allergénes. En 2012, on
compte 896 séquences et 413 structures d'allergénes stockées dans Uniprot et dans la PDB,
respectivement. Toutefois, dans le but d'accélérer la recherche dans le domaine de 1'allergie,
des bases de données spécialisées (quelques unes sont citées dans le tableau n°4) ont été
développées pour stocker les informations liées aux allergénes (les données moléculaires,
biochimiques et cliniques) (Brusic et al., 2003; Schein et al., 2007). En général, ces bases de
données contiennent au moins une liste d'allergénes et des outils bioinformatiques pour la

prédiction de leurs épitopes et de l'allergénicité des protéines.

La base de donnée WHO/IUIS, approuvée par 1'Organisation Mondiale de la Santé et 1'Union
Internationale des Associations d'ITmmunologie, est le site officiel de la nomenclature
systématique des allergénes. On y retrouve la liste des allergénes et des isoallergenes. SDAP
(Structural Database of allergen Proteins) et Allergome sont les bases de données les plus
vastes (Ivanciuc et al., 2003; Mari et al., 2006). Elles fournissent toutes les informations
disponibles sur les allergenes cités dans la banque de données WHO/IUIS (le nom de
l'allergéne, la source, la séquence, la structure, les épitopes, les références bibliographiques) et
sur les allergénes qui ne sont pas cités dans IUIS mais décrits comme étant des allergénes
dans leurs références bibliographiques. La base de donnée AllFam (Radauer et al., 2008)
permet la classification des allergénes en les groupant en famille selon leurs propriétés
structurelles et fonctionnelles. Elle fusionne les informations trouvées dans la banque de
données Allergome (Mari et al., 2006) et la base de données de familles de protéines Pfam
(Protein families) (http://pfam.sanger.ac.uk/; Punta et al., 2012). Les bases de données
AllergenOnline (qui se trouve dans FARRP- The Food Allergy Research and Resource
Program, Hileman et al., 2002), et ADFS (Allergen Database for Food Safety, Nakamura et
al., 2009) ont pour but l'amélioration de la sécurité¢ des produits alimentaires pour les
consommateurs souffrant d'allergies alimentaires. Les bases de données EVALLER (Barrio et
al., 2007), AllerHunter (Muh et al., 2009) et SORTALLER (Zhang et al., 2012a) permettent
la prédiction de l'allergénicité des protéines en faisant des comparaisons entre les motifs et les
peptides des séquences des allergénes connus. Epitome (Database of Structurally inferred
Antigenic Epitopes in Proteins, Schlessinger et al., 2006) et CED (Conformational Epitope

Database, Huang & Honda, 2006) sont des bases de donnés d'épitopes conformationnels.
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Elles fournissent des informations quant a la séquence et la structure de 1'antigéne, la position

des épitopes, la méthode expérimentalement utilisée pour leur identification, leurs interactions

avec les anticorps correspondants, et leurs références bibliographiques. Par ailleurs, IEDB

(Epitope Database Analysis Resource, Vita et al., 2010) et AlgPred (Prediction of Allergenic

Proteins and Mapping of IgE Epitopes, Saha & Raghava, 2006a) contiennent un ensemble

d'outils de prédiction des épitopes B et T ainsi que leurs analyses.

Tableau n°4: Bases de données spécialisées en allergies

Base d
ase ) € URL Informations trouvées Référence
données
. . R Chapman et al.,
WHO/IUIS http://www.allergen.org Liste des noms officiels des allergénes 2007
Séquences d'allergenes, outils de prédiction .
. ., L, ., Ivanciuc et al.,
SDAP http://fermi.utmb.edu/SDAP/ d'allergénicité et de réactivité croisée des 2003
allergenes, collection des épitopes
Informations sur les allergénes, leur
Allergome http://www.allergome.org classification, relation entre la structure des Mari et al., 2006
allergénes et leurs épitopes
http://www.meduniwien.ac.at/al Radauer et al.,
AllF Classification des allerge
am lergens/allfam/about.html assitication des alletgenes 2008
Liste des allergénes alimentaires et outils de
AllergenOnline/ http://www.allergenonline.org/ prédict.ion d'arllergénicité.des protéin‘?s qui Hileman et al.,
FARRP pourraient présenter un risque potentiel de 2002
réactivité croisée allergénique
Liste des allergenes et isoallergenes
alimentaires, liens vers d'autres bases de Nakamura et al.
ADFS http://all .nihs.go.jp/ADFS/ ; - . ’
p-ratiergen.niis.£0p données, et outils de prédiction d'allergénicité 2009
des protéines
http://www.slv.se/en-
gb/Group1/Food-Safety/e- Prédiction de la réactivité croisée en se basant
EVALLER Testing-of-protein- sur la similarité des protéines a des allergenes | Barrio et al., 2007
allergenicity/e-Test- connus
allergenicity/
Prédiction de la réactivité croisée en se basant
http://tiger.dbs.nus.edu.sg/All
AllerHunter p-tiger S, HUS-CAUSETATE 1 sur 1a similarité des protéines a des allergénes | Mubh et al., 2009
Hunter/index.html
connus
Prédiction de la réactivité croisé basant
http://sortaller.gzhme.edu.cn/ma recie 1.011. e. z?reac Vi c,e.cr01§ee en se a‘san Zhang et al.,
SORTALLER . sur la similarité des protéines a des allergénes
1l/index.html 2012a
connus
http://tools.i itope.org/ . - . .
IEDB purioo S. 1@muneep1 ope-otg Outils de prédiction des épitopes B et T Vitaet al., 2010
main/index.html
. . Outils de prédiction d'allergénicité d
http://www.imtech.res.in/raghav u,1. s de pro 1(,: 1.0n aflergeniolt ces Saha & Raghava,
AlgPred protéines et des épitopes sur la base de la
a/algpred/ , 2006a
séquence
. http://www.rostlab.org/services/ Base de données des épitopes Schlessinger et
Epitome . .
epitome/ conformationnels al., 2006
CED http://immunet.cn/ced/ Base de données. des épitopes Huang & Honda,
conformationnels 2006
MimoDB http://immunet.cn/mimodb/ Base de données de mimotopes Huang et al., 2012
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MimoDB, quant a elle, est une base de données de mimotopes. Ces derniers sont des peptides
ou des protéines qui imitent les épitopes conformationnels d'un allergéne naturel mais qui ne
présentent aucune similitude de séquence avec une quelconque partie de ce dernier (Szalai et
al., 2008). Ces mimotopes sont s¢lectionnés a partir des banques de peptides phages (phage

display) et sont surtout utilisés dans I’immunothérapie épitope-spécifique.

1.4.2 Méthodes de prédiction des épitopes B

Les épitopes sont des régions se trouvant a la surface des allergénes. On en distingue deux
types: les épitopes B qui sont reconnus par les anticorps, et les épitopes T qui font réagir les
lymphocytes T. Dans les maladies allergiques, les travaux sont surtout consacrés a la
détermination des épitopes B des allergénes en raison de leurs interactions avec les IgE
spécifiques. Ces épitopes sont soit linéaires, soit conformationnels. Un épitope linéaire (aussi
appelé séquentiel ou continu) est un fragment de la séquence constitué¢ d'une suite contigiie
d'acides aminés allant de 9 a 17 acides aminés, alors qu'un épitope conformationnel
(également appelé discontinu) est un épitope composé de plusieurs fragments dispersés le
long de la séquence et rassemblés dans une proximité spatiale lorsque la protéine est repliée

sous sa structure tertiaire ou quaternaire (Van Regenmortel, 2001).

Au cours de ces vingt derniéres années, les méthodes bioinformatiques ont essentiellement
porté sur la prédiction des épitopes linéaires. La plupart de ces méthodes sont basées sur les
propriétés physico-chimiques des allergenes telles que la flexibilité (Karplus & Schultz, 1985;
Vihinen et al., 1994), 'accessibilité au solvant (Alix, 1999), I'hydrophilie (Parker et al., 1986;
Efremov & Alix 1993), la composition en acides aminés (Hopp & Woods, 1981; Hopp, 1993)
et la position des tournants (Pellequer et al., 1993). Plusieurs serveurs de prédiction des

épitopes linéaires sont accessibles sur le web (tableau n°5).

Les programmes PEOPLE (Predictive Estimation of Protein Linear Epitopes, Alix, 1999),
BEPITOPE (Odorico & Pellequer, 2003) et Bcepred (Saha & Raghava, 2004) utilisent une
combinaison des parametres physico-chimiques pour la prédiction des épitopes sur la base de
la séquence des allergénes. Saha & Raghava (2004) ont montré que les programmes qui se
basent sur la combinaison de ces paramétres physico-chimiques ont de meilleures
performances de prédiction. Cela dit, I'étude réalisée par Blythe & Flower (2005) sur la
corrélation entre les échelles de propensions de ces paramétres physico-chimiques et la
localisation des épitopes linéaires dans 50 protéines a montré que ces prédictions sont a peine

meilleures que celles du hasard. D'autres méthodes de prédiction, tels ABCpred (Saha &
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Raghava, 2006a), Bepipred (Larsen et al., 2006) et BCPred (El-Manzalawy et al., 2008), ont
été améliorées en utilisant des algorithmes d'apprentissage automatisé comme les machines a
vecteur de support ou les algorithmes génétiques. Malheureusement, les performances de
prédiction de ces méthodes ne sont pas assez satisfaisantes (Liang et a/., 2009). En outre, plus
de 90% des épitopes sont conformationnels (Barlow et al, 1986; Chen et al., 2011). Les bases
de données IEDB et CED (tableau n°4) collectent les structures des complexes antigéne-
anticorps stockées dans la PDB. Ces complexes sont exploités dans les méthodes de
prédiction des épitopes conformationnels. Cependant, vu le faible nombre des structures des
allergénes résolues expérimentalement, un petit nombre d'outils tenant compte des propriétés
structurales ont ¢été développés jusqu'a présent pour la prédiction des épitopes

conformationnels (Liu & Hu 2011) (tableau n°5).

CEP (Conformational epitope prediction, Kulkarni-Kale et al., 2005) et PEPOP (Moreau et
al., 2008) utilisent I'accessibilité au solvant des résidus pour prédire les épitopes
conformationnels. DiscoTope (Andersen et al, 2006) et PEPITO (Sweredoski & Baldi,
2008) se basent sur la distribution spatiale et I'accessibilité au solvant des résidus en surface.
Par ailleurs, plus d'éléments conformationnels, comme la compacité spatiale des résidus en
surface, sont pris en compte dans le programme SEPPA (Spatial Epitope Prediction of
Protein Antigens, Sun et al., 2009) et EPCES (Epitopes on Protein Surfaces by Consensus
Scoring, Liang et al., 2009, Liang et al., 2009). Dall’ Antonia et al. (2011) ont développé le
programme SPADE (Surface comparison—based Prediction of Allergenic Discontinuous
Epitopes) pour la prédiction des épitopes B conformationnels en se basant sur les propriétés
structurales et immunologiques des allergénes en prenant en compte leur réactivité croisée.
Toutefois, I'application des méthodes basées sur la structure est limitée par le faible nombre
des structures des allergeénes disponibles. Ainsi, des approches de prédiction des épitopes
conformationnels sur la base de la structure primaire des allergénes ont été développées. De
cette facon, les programmes CBTOPE (Ansari & Raghava 2010) et Bcell-prediction (Zhang et
al., 2012b) ont été récemment élaborés en se basant sur des dérivés potentiels des
caractéristiques de séquences (propriétés physico-chimiques, profil d'évolution, de
composition, de nature et d'appariement des acides aminés) et d'algorithmes d'apprentissage
pour la prédiction des épitopes conformationnels (Ansari & Raghava, 2010; Zhang et al.,
2012b). En outre, d'autres programmes comme Epitopia (Rubinstein et al, 2009) et Ellipro
(Ponomarenko et al., 2008) prédisent les épitopes sur la base de la structure ou de leurs

séquences des allergenes.
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Tableau n°S: Outils de prédictions des épitopes B

Programme URL Description Référence
Prédiction des épitopes B linéaires, basée sur
PEOPLE / les échelles de propension des propriétés Alix, 1999
physico-chimiques des acides aminés
Prédiction des épitopes B linéaires, basée sur .
. i Y, Odorico &
BEPITOPE / les échelles de propension des propriétés
. o . . Pellequer, 2003
physico-chimiques des acides aminés
http://www.imtech.res.in/raghav Predlcrtlon des épitopes B. linéaires, bas(?er sur Saha & Raghava,
Bceepred les échelles de propension des propriétés
a/beepred . L . . 2004
physico-chimiques des acides aminés
ABCpred http://www.imtech.res.in/raghav Prﬁil:;l(z,nrifﬁrsnzp;;)perseﬁﬁl;z:agf(:rséiﬁfz:ur Saha & Raghava,
P a/abcpred & pp & 2006b
neurones)
Prédiction des épitopes B linéaires, basée sur
Bepinred http://www.cbs.dtu.dk/services/ un algorithme d'apprentissage (combinaison Larsen et al.,
PP BepiPred entre le modele de Markov caché et une échelle 2006
de propension de I'hydrophilicité)
hitp://ailab.cs iastate.cdu/bepred Predlctlor} des epyltopes B' linéaires, ba_see sur El-Manzalawy et
BCPred un algorithme d'apprentissage (machines a
s/ al., 2008
vecteur de support)
Prédiction des épitopes B linéaires et .
CEP http://bioinfo.ernet.in/cep.htm conformationnels sur la base de la structure 3D Kull;e;m;—(ﬁ)z;le et
des allergenes ’
http://www.webcitation.org/que
ry.php?url=http://diagtools.sysd | Prédiction des épitopes B conformationnels, sur
PEPOP iag.cnrs.fr/PEPOP/&refdoi=10. la base de la structure 3D des allergénes Moreau et al., 2008
1186/1471-2105-9-71
DiscoTope http://www.cbs.dtu.dk/services/ | Prédiction des épitopes B conformationnels, sur | Andersen et al.,
P DiscoTope la base de la structure 3D des allergénes 2006
PEPITO http://pepito.proteomics.ics.uci. | Prédiction des épitopes B conformationnels sur Sweredoski &
edu la base de la structure 3D des allergénes Baldi, 2008
e Prédiction des épitopes B conformationnels sur
SEPPA http://lifecenter.sgst.cn/seppa/ Ja base de la structure 3D des allergénes Sun et al., 2009
http://www.t38.physik.tu- Prédiction des épitopes B conformationnels sur .
EPCES muenchen.de/programs.htm la base de la structure 3D des allergénes Liang et al., 2009
Prédiction des épitopes B conformationnels sur Dall’ Antonia et
SPADE / la base de la structure 3D et réactivité croisée
. al., 2011
des allergenes
http://www.imtech.res.in/raghav Prédiction de,s Cpitopes B ICSJnformatlonn.els SUT 1 Ansari & Raghava
CBTOPE base de la séquence en utilisant un algorithme
a/cbtope/ \ . A 2010
d'apprentissage (machines a vecteur de support)
Beell- ) Prédiction des épitopes B conformationnels sur Zhang et al.,
prediction http://beell. whu.edu.cn la base de la séquence des allergénes 2012b
Prédiction des épitopes B sur la base de la
Epitonia htto://epitonia.tau.ac.il/ structure ou de la séquences en utilisant un Rubinstein et al.,
pitop p-//eptiopia.tau.ac. algorithme d'apprentissage (machines a vecteur 2009
de support)
EllioPro http://tools.immuneepitope.org/t Prsetillzttlu(ir; (31?)8 SE:Zﬁ:: ]?érf:sr(lilzlisleeg:sla Ponomarenko et
p ools/ElliPro/iedb_input > aerg al., 2008
séquences
EPSVR/ | hipiisysbiounledwEBPSVR | 71 R e et | Liang et at. 2010
EPMeta http://sysbio.unl.edu/EPMeta ; . gorrime d-app & £ ”
régression par machines a vecteurs de support)
PepSurf/ . . . Prédiction des épitopes B conformationnels Mayrose et al.,
Mapitope http://pepitope.tau.ac.il/ (Phage-display) 2007
g L . Mumey et al.,
EPIMAP / Prédiction des(;]})lltopeds‘B l(:OI;formaltlonnels 2003 / Mumey et
age-cispray al., 2006
MimoPro http://mform_atlcs.nenu.edu.cn/ Prédiction des epltopes.B conformationnels Chen et al., 2011
MimoPro/ (Phage-display)
. Prédiction des épitope B conformationnels sur
Per-3D- http://kyc.nenu.edu.cn/Pep3DSe la base de 'analyse des mimotopes (Phage- Huang et al.,
Search arch/ 4 P & 2008

display)
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Epitopia s'appuie sur l'ensemble des paramétres physico-chimiques et structuraux qui
caractérisent un épitope, tels que la préférence en acides aminés, le type de structure
secondaire, la forme géométrique, et la conservation des résidus au cours de 1'évolution,
décrits par Rubinstein et al. (2008). Le programme Ellipro, quant a lui, représente la surface
des protéines par des patchs en ellipsoide et calcule par la suite un index lié au pourcentage
des atomes enfermés dans ces patchs pour chaque résidus en surface. Ce programme prédit les
épitopes des allergeénes en se basant sur leurs structures 3D ou sur la base de leurs séquences
si ces protéines présentent une homologie avec d'autres allergénes ayant des structures

connues.

Liang et al. (2010) ont développé le programme EPSVR qui utilise des machines a vecteurs
de support pour la prédiction des épitopes conformationnels. Ces auteurs ont également congu
un meta serveur (EPMeta) qui regroupe les résultats de prédiction de plusieurs programmes

existants (EPSVR, EPCES, EPITOPIA, SEPPA, PEPITO et Discotope).

D'autre part, une autre approche qui combine a la fois les techniques expérimentales et
informatiques pour l'identification des épitopes B a été également proposée (Pizzi et al., 1995;
Smith & Petrenko, 1997). Dans cette méthode une bibliothéque de phage-display de peptides
aléatoires est scannée contre un anticorps d'intérét afin d'obtenir un panel de peptides (appelés
mimotopes) qui se lient a l'anticorps avec une affinité ¢levée (Meloen et al., 2000; El-
Manzalawy & Honavar, 2010). Les programmes d'analyse des mimotopes disponibles dans la
littérature tels PepSurf et Mapitope (Mayrose et al., 2007), EPIMAP (Mumey et al., 2006),
MimoPro (Chen et al., 2011) et Per-3D-Search (Huang et al., 2008) différent les uns des
autres en termes de la facon dont ils représentent la structure ou la séquence de I'antigéne, de
la fagon dont ils alignent les mimotopes avec la structure ou la séquence de l'antigéne cible et

de la fagon dont ils groupent les mimotopes et classent les épitopes prédits.

Etant donné que la majorit¢ des épitopes B sont conformationnels, les méthodes de
prédictions les plus prometteuses seront celles qui se fondent sur les bases de données qui
contiennent le maximum de complexes épitope-paratope (antigéne-anticorps) (Ponomarenko
& Bourne; 2007; Liang et al., 2009). L'é¢tude de la structure 3D conduit donc a une

amélioration significative de la prédiction des épitopes.
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1.4.3 Prédiction de la structure des allergénes

La structure 3D est trés importante puisqu'elle détermine les propriétés biochimiques et
immunologiques des allergénes. En général, les structures 3D des protéines sont déterminées
soit par cristallographie aux rayons-X soit par RMN. Cependant, ces méthodes sont coliteuses
et restent un processus long en terme de temps. En complément a ces approches
expérimentales, les méthodes de modélisation moléculaire pour la prédiction des structures
tertiaires ont été développées. Plusieurs études ont montré l'importance de ces méthodes de
modélisation dans la prédiction de la structure, de l'allergénicité¢ et de la réactivité croisée
entre les allergeénes (Roy et al., 2003; Barre et al., 2005; Chapman et al., 2007; Oezguen et al.,
2009; Pomes, 2010; Ghosh & Gupta-Bhattacharya, 2012). Shen et al., (2011) ont prédit la
structure et ont pu identifier les épitopes de l'allergéne Der f 7 en utilisant des méthodes

bioinformatiques d'alignement de séquences et de modélisation moléculaire.

Trois types de méthodes sont appliqués pour la prédiction de la structure tertiaire des
protéines: la modélisation comparative, la reconnaissance de repliement (threading) et les

méthodes ab initio.

La modélisation comparative est fondée sur le fait que deux protéines qui partagent une
identité de séquence €levée (plus de 30%) adoptent un méme repliement (Rost, 1999; Baker et
Sali, 2001). Son principe consiste a aligner la séquence d'un allergéne donné dont la structure
est inconnue (cible) avec la séquence d'une ou de plusieurs protéines ayant une structure
expérimentale (RMN ou Rayons-X) (patrons ou références) (Sali & Blundell, 1993). Les
programmes de prédiction des structures des protéines par modélisation comparative élaborés
jusqu'a ce jour se basent sur différentes approches: assemblage de corps rigides par SWISS-
MODEL (http://swissmodel.expasy.org/ ; Schwed et al., 2003), correspondance de segments
par SEGMOD (Levitt, 1992), ou satisfaction des contraintes spatiales par MODELLER
(http://salilab.org/modeller/modeller.html ; Sali et Blundell, 1993).

La méthode de reconnaissance de repliement est préconisée quand la similarité de séquence
entre la cible et les patrons est comprise entre 20 et 30%. Elle consiste a enfiler la séquence de
la cible sur une bibliotheque de repliement afin de déterminer les structures qui correspondent
le mieux a la séquence sur la base d'un critére énergétique ou de score. Les programmes de

reconnaissance de repliement les plus populaires sont 3D-PSSM ou Phyre
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(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~3dpssm/; Kelley et al., 1999; Kelley & Sternberg, 2009) et
THREADER (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/software downloads/threader/; Jones, 1998).

Par ailleurs, si peu de similarité¢ de séquence est détectée, les méthodes ab initio sont utilisées
pour prédire la structure de la cible a partir de sa séquence en acides aminés en se basant sur
leurs interactions physicochimiques (€lectrostatiques, van der Waals, liaisons hydrogenes,
etc...) entre les atomes des résidus (Cornell et al, 1995). Ces méthodes se basent sur
I'hypothése que la structure native des protéines correspond a I'énergie libre minimale. La
méthode de prédiction ab initio ROSETTA est la plus performante (Rohl et al. 2004; Jauch et
al., 2007).

Les performances de ces méthodes sont évaluées régulierement par le concours CASP
(Critical ~ Assessment  of  techniques  for  protein Structure  Prediction)
(http://www .predictioncenter.org/casp10/index.cgi ; Moult et al., 2011). Malgré les progres
réalisés dans chacune de ces méthodes de prédiction, la modélisation comparative demeure la
plus performante (Oezguen et al., 2009; Shen et al., 2011; Ghosh & Gupta-Bhattacharya,
2011).

D'autre part, plusieurs programmes ont été développés pour évaluer la qualité et raffiner les
modeles construits par ces méthodes de prédiction. PROCHECK
(http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/software/PROCHECK/; Laskowski, 1993) ¢évalue Ia
qualité¢ géométrique (stéréochimique) des modeles. Anolea (Melo & Feytmans, 1998) et
DOPE (Shen & Sali, 2006) se Dbasent sur des potentiels statistiques
et Evall23D est fondé sur des matrices de compatibilit¢  1D/3D
(http://bioserv.cbs.cnrs.fr/HTML BIO/frame valid.html; Gracy et al., 1993).

1.4.4 Amarrage protéine-protéine/protéine-ligands

La localisation des sites de liaisons ou d'interactions entre les protéines ou entre les protéines
et des ligands est d'une importance fondamentale pour la compréhension de la fonction
biochimique des allergénes, la détermination de leurs épitopes conformationnels et la
conception des médicaments (Joseph-McCarthy, 1999; Zhou & Qin 2007). En effet, plusieurs
études ont montré le réle de I'oligomérisation des allergénes dans leur allergénicité soit par
leur susceptibilité de créer le pontage aux IgE a la surface des mastocytes (comme c'est le cas

pour l'allergéne majeur du pollen de bouleau Bet v 1) soit par la création des cavités qui
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pourraient accueillir et transporter des ligands (comme les allergeénes d'acariens Der p 2 et Der
f 2) (Lascombe et al., 2000; Scholl et al. 2005; de Halleux et al., 2006; Kaiser et al., 2007;
Chapman, 2008; Mueller et al., 2010a; Mueller et al., 2010b; Pomés, 2010).

L’amarrage de protéines (appelé aussi le docking ou l'ancrage) consiste a prédire la
conformation optimale stable d'un complexe de protéines ou protéine-ligand a partir des
structures individuelles des partenaires dans leur état non lié. La stabilité de ces complexes est
essenticllement évaluée selon la complémentarit¢ géométrique (ou structurelle) et Ia
complémentarité chimique (Figure n°11) (Campbell et al., 2003; Zhou & Qin, 2007; Ezkurdia
et al., 2009). Le principe de la complémentarité géométrique est I'assemblage des molécules
afin de trouver les parties qui s’ajustent le mieux les unes avec les autres (Figure n°11 a, b et
c¢). La complémentarité chimique, quant a elle, prend en compte les interactions chimiques
entre les molécules a amarrer tels que les ponts hydrogenes, les interactions €lectrostatiques,
les contacts hydrophobes et le phénomene de solvatation/désolvatation (Figure n°11d). La
combinaison de ces parameétres conduit a la formation du complexe moléculaire (Figure n°11

e et f) (Simard, 2012).
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Figure n°11: Mesures pour 1'évaluation de I'amarrage protéine "A" - protéine "B" (Issue de

(f)

Simard, 2012). (a) Protéines A et B avant l'amarrage. (b) et (c) Prise en compte de la
complémentarité géométrique pour l'amarrage. (d) et (e¢) Prise en compte de Ia
complémentarité chimique pour l'amarrage. (f) Résultat de I'amarrage des deux molécules A

et B.

Néanmoins, le nombre de combinaison de ces critéres géométriques et chimiques fait de
I'amarrage moléculaire une tache trés complexe et tres coliteuse en terme de calcul et de
temps. Pour répondre a ces difficultés, plusieurs programmes ont été élaborés en utilisant
différentes approches pour tenter de trouver des solutions d'amarrage protéine-
protéine/protéine-ligand optimales. Ces programmes différent entre eux selon (i) la fonction
de score qui permet d'évaluer I'affinité entre les molécules amarrées en calculant leur énergie

d'interaction, (ii) I'algorithme d'exploration conformationnelle et (iii) la prise en compte de la
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flexibilit¢ des molécules. Selon cette derniére, on distingue trois types d'amarrage
moléculaire: (1) I'amarrage rigide, ou aucune molécule n’est considérée flexible, (2)
I'amarrage semi-flexible ou une seule molécule est considérée flexible, et (3) I'amarrage
flexible ou les deux molécules sont considérées flexibles. Dans le tableau n°6 nous avons listé
les programmes les plus populaires d'amarrage protéine-protéine (PatchDock, 3D-Garden,
ClusPro, SmoothDock, GRAMM-X, ZDOCK, HADDOCK et Rosetta) et protéine-ligand
(AutoDock, EADock, GOLD et FlexX).

Les deux programmes d'amarrage PatchDock (Schneidman-Duhovny et al., 2005) et 3D-
Garden (Lesk & Sternberg 2008) sont basés sur la complémentarité géométrique des protéines
considérées comme corps rigides. ClusPro (Comeau et al., 2004), SmoothDock (Camacho et
Champ, 2006) et GRAMM-X (Tovchigrechko & Vakser, 2006) sont également des
programmes d'amarrage corps rigides mais ils s'appuient sur des techniques de corrélation de
la transformée de Fourier rapide (ou “Fast Fourier Transform,” FFT) qui permettent de
calculer rapidement les complémentarités géométrique et chimique des protéines dans une
grille 3D cartésienne en faisant des mouvements de translations/rotations des molécules.
ZDOCK (Chen et al., 2003; Pierce et al., 2011), quant a lui, applique ces techniques mais en
prenant en considération la flexibilité des deux protéines a docker. Par ailleurs, HADDOCK
(High Ambiguity Driven protein-protein DOCKing, Dominguez et al., 2003) et Rosetta (Gray

et al., 2003) font appel a la dynamique moléculaire pour modéliser la flexibilité des protéines.

AutoDock (Morris et al., 1998), EADock (Evolutionary Algorithm for Docking, Grosdidier et
al., 2007) et GOLD (Jones et al., 1997) sont des programmes d'amarrage protéine-ligand qui
tiennent en compte la flexibilité de ces molécules. Ils utilisent un algorithme génétique ou
évolutionnaire pour effectuer la recherche dans l'espace conformationnel des conformations
qui sembleraient étre de plus basse énergie libre. Par ailleurs, FlexX (Kramer et al., 1999)
emploie la technique de la construction incrémentale (construction a partir des fragments)

pour l'amarrage du ligand au sein du site actif de la protéine.

Le concours CAPRI (Critical Assessment of PRediction of Interactions)
(http://www.ebi.ac.uk/msd-srv/capri/) permet 1'évaluation de la performance de ces méthodes

d'amarrage.
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Tableau n° 6: Liste non-exhaustive des programmes d'amarrage protéine-protéine/protéine-

ligands les plus populaires

Programme URL Description de la méthode Référence
Amarrage protéine-protéine, corps Schneidman-
http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/Patc
PatchDock rigides, basée sur la complémentarit¢ | Duhovny et al.,
hDock/ .
géométrique 2005
o Amarrage protéine-protéine, corps
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~3d . ) Lesk &
3D-Garden rigides, basée sur la complémentarité
garden/ ) Sternberg 2008
géométrique
Amarrage protéine-protéine, corps
o Comeau et al.,
ClusPro http://cluspro.bu.edu rigides, basée sur la transformée de 2004
Fourier rapide (FFT)
http://structure.pitt.edu/servers/s Amarrage protéine-protéine, corps Camacho et
SmoothDock
moothdock/ rigides, basée sur FFT Champ, 2006
o ) ) ) Tovchigrechko
http://vakser.bioinformatics.ku.e Amarrage protéine-protéine, corps
GRAMM-X o & Vakser,
du/resources/gramm/grammx/ rigides, basé sur FFT
2006
) ) . Chen et al.,
Amarrage protéine-protéine, flexibles, )
ZDOCK http://zdock.umassmed.edu 2003/ Pierce et
basée sur FFT
al.,2011
Gray et al.,
http://c4c.uwcdc.com/express_li Amarrage protéine-protéine, corps
RosettaDock ) ) 2003
cense_technologies/rosetta flexibles
Amarrage protéine-protéine, corps Dominguez et
HADDOCK http://haddock.chem.uu.nl
flexibles al., 2003
Protéines-ligands flexibles, basée sur Morris et al.,
AutoDock /
l'algorithme génétique 1998
Protéines-ligands, basée sur Grosdidier et
EADock /
l'algorithme génétique al., 2007
GO http://www.ccdc.cam.ac.uk/prod | Amarrage protéines-ligands, flexibles, Jones et al.,
LD . ) . s
ucts/life_sciences/gold/ basée sur lalgorithme génétique 1997
Amarrage protéines (rigide)-ligands
) ] ] ] Kramer et al.,
FlexX http://www.biosolveit.de/FlexX/ (flexibles), basée sur construction

incrémentale

1999
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La contribution des méthodes bioinformatiques dans la connaissance des états oligomériques
des allergenes, le criblage ou le screening in silico de petits ligands ainsi que la prédiction de
leurs épitopes permettent la compréhension des propriétés des allergenes et offrent de grands
avantages dans la conception de vaccins d'hypoallergénes et les traitements d'immunothérapie

(Vrtala et al., 2001; Reese et al., 2007; Kundu & Roy, 2010).
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I1. 1 Introduction et problématique

L'allergie aux acariens, essentiellement due a D. pteronyssinus, D. farinae et de B. tropicalis
est la cause principale des maladies des voies respiratoires et d'eczéma (Chew et al., 1999;
Chua et al., 2007; Shek et al., 2010; Thomas, 2011; Jeong et al., 2012). Jusqu'a présent, plus

de 20 groupes d'allergénes d'acariens ont été identifiés.

Dans cette étude, nous nous sommes focalisés sur les allergénes d'acariens de poussiére de
maisons de la famille 5. Plusieurs travaux ont montré la forte allergénicité de l'allergéne
"Blo t 5" de Blomia tropicalis dans les zones tropicales et subtropicales, et l'importance des
allergénes Der p 5 et Der f 5 de Dermatophagoides pteronyssinus et Dermatophagoides
farinae, respectivement, dans les maladies respiratoires (Lynch et al., 1997; Thomas et al.,
2002; Thomas et al., 2007; Kidon et al., 2011; Cui et al., 2012). D'autre part, Gao et al.
(2007) ont isolé un paralogue (produit de copie de gene) de Blo t 5 appelé "Blo t 21". Les
allergeénes de cette famille 21 (Blo t 21, Der p 21 et Der f 21) connus jusqu'a présent sont
donc considérés comme des allergénes homologues a ceux de la famille 5. D'autres allergénes
de la famille 5 appartenant a d'autres espéces d'acariens ont également été identifiés: Lep d 5
de Lepidoglyphus destructor, Ale o 5 de Aleuroglyphus ovatus, Tyr p 5 de Tyrophagus
putrescentitiae, Sui m 5 de Suidasia medanensis et Gly d 5 de Glycyphagus domesticus
(Eriksson et al., 2001; WHO/IUIS/GenBank; Gao et al., 2007), mais peu d'études, voir
aucune, n'a été consacrée a I'é¢tude de la prévalence et de la réactivité croisée entre ces
derniers (Ale o 5, Tyr p 5, Sui m 5 et Gly d 5), contrairement aux allergénes isolés de B.
tropicalis, D. pteronyssinus et de D. farinae (Blo t 5, Blo t 21, Der p 5, Der p 21, Der £ 5 et
Der £21).

Les allergeénes Blo t 5 et Blo t 21 sont prédominants dans les zones tropicales et subtropicales,
alors que Der p 5, Der p 21, Der f 5 et Der £ 21 sont surtout trouvés dans les zones tempérées
(Shew et al., 1999). La prévalence de Blo t 5 est la plus ¢élevée et son allergénicité est du
méme ordre que celle des allergenes majeurs Der p 1 et Der p 2 (Kuo et al., 1999; Baqueiro et
al., 2006; Chua et al., 2007; Chew et al., 2009; Kidon et al., 2011). Par ailleurs, plusieurs
études ont montré également le réle déterminant de l'allergéne Der p 5 dans les allergies
respiratoires (Lynch et al., 1998; Kauffman et a/., 2006; Thomas et al., 2007; Weghofer et al.,
2008b; Thomas, 2011; Thomas, 2012) et dans le développement de I'eczéma chez les enfants
(Shek et al., 2010). Cet allergéne présente une IgE-réactivité entre 9-70% selon les patients

allergiques et les régions ou ils se trouvent (surtout en Europe et en Amérique).
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Certains travaux ont étudié la réactivité croisée entre les allergénes de la famille 5, entre ceux
de la famille 21 et entre les allergénes des ces deux familles (tableau n°7). Le travail de
Caraballo et al. (1998) est le seul qui a montré I'existence d'une forte réactivité croisée entre
Der p 5 et Blo t 5, contrairement a d'autres travaux (Arruda et al., 1997; Chew et al., 1999;
Kuo et al.,, 2003; Simpson et al., 2003) ou la réactivité croisée entre ces deux allergeénes est

estimée de faible a modérée, suggérant ainsi que les allergénes du groupe 5 de D.

pteronyssinus et de B. tropicalis sont spécifiques a I'espéce.

Tableau n°® 7: Réactivité croisée entre les allergénes des familles 5 et 21

Derp21 | Derf21 | Blot2l | Blot5 | Derp5 Der f5 Lepd5 | Tyrp5 Suim5 | Aleo5 Glyds

Derp21

/

Derf21

Blot21

Blot5

Derp5

Derf5

Lepd5

TyrpS

Suim5

Aleo5

Glyds

|:| Faible réactivité croisée . Réactivité croisée importante D Réactivité croisée non déterminée

Une faible réactivité croisée est également observée entre les deux allergénes Der p 5 et
Blo t 5 et entre leurs homologues Der p 21 et Blo t 21 (Weghofer et al., 2008b; Weghofer et
al. 2008c; Gao et al., 2007; Tan et al., 2012). Weghofer et al. (2008b et 2008c) ont montré la
faible réactivité croisée entre Der p 5/Blo t 5, Der p 5/ Lep d 5, Der p 21/Blo t 5
et Der p 21/Lep d 5. Le méme résultat a ét¢ également trouvé par Gao et al. (2007) entre
Derp 5/Blot5,Blot5/ Lepd5 etDerp5/LepdS5. Par ailleurs, Reginald et al. (2004) ont
mis en évidence une importante réactivité croisée entre Sui m 5 et Blo t 5 et entre Sui m 5 et
Der f 5. Cette réactivité croisée entre les allergénes est due a la conservation ou non des
épitopes qui se trouvent a la surface de ses allergenes (King & Spaugfort, 2000; Pomés,

2010).

Parmi les allergeénes des familles 5 et 21, seuls les épitopes de Blo t 5 et de Blo t 21 ont été

caractérisés expérimentalement en utilisant des anticorps monoclonaux (Acm) ou par
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mutagénése dirigée (Chan et al., 2008; Naik et al., 2008; Tan et al., 2012). Les principaux
résidus de ces épitopes qui jouent un role crucial dans la liaison avec les anticorps ont été
¢galement identifiés (figure n°12). Le premier épitope de Blo t 5 (code PBD 2JMH; Naik et
al., 2008) est composé de deux résidus majeurs (N46 et K47) situés a l'extrémité de la
deuxiéme hélice et de deux autres résidus majeurs (K54 et R57) dans le début de la troisieme
hélice (figure n°12a). Le deuxiéme épitope, quant a lui, comporte quatre résidus majeurs: un
dans la fin de la deuxiéme hélice (E76), un dans la deuxiéme boucle (D81) et deux dans le
début de 1'hélice Cierminare (E86 et E91) (Chan et al., 2008) (figure n°12a). L'épitope de
Blo t 21 (code PDB 2LLM9) se situe dans la méme région que le deuxiéme épitope de Blo t 5.
Il est constitué de cing résidus majeurs: un résidu dans la fin de la deuxiéme hélice (E74), un
résidu dans la deuxiéme boucle (D79) et trois résidus dans le début de 1'hélice Cirminaie (E84,
E89 et D96) (figure n°12b). Cet épitope de Blo t 21 a été rapporté comme étant un épitope
conformationnel contrairement a celui de Blo t 5 qui est décrit comme un épitope linéaire.
Cependant, El-Manzalawy & Honavar (2010) ont décrit que méme dans le cas des épitopes B
linéaires, les interactions anticorps-antigéne sont souvent dépendantes de la structure. Un
épitope linéaire est en fait défini comme étant un épitope qui peut fixer les IgE méme apres
dénaturation de l'antigéne, contrairement a 1'épitope conformationnel qui est li¢ a la structure

3D.

Par ailleurs, plusieurs travaux ont déja mentionné l'importance de l'allergénicité de la
troisieme hélice de Blo t 5 (Caraballo et al., 1996; Caraballo et al., 1998; Tsai et al., 2003).
De plus, Chan et al. (2008) ont montré que la mutation des résidus se trouvant dans 1'épitope
identifié par Naik et al. (2008), ne réduit pas significativement le taux de reconnaissance des
IgEs a cet allergene. Cela appuie l'idée de I'importance de 1'épitope de Blo t 5 situé au niveau
de son hélice Cierminare- Ainsi, selon I'importance de ces épitopes, nous avons nommé 1'épitope
qui se trouve dans la deuxiéme boucle-hélice Cipminaie "€pitope-1", et 1'épitope situé dans la

premiére boucle-deuxieéme hélice "épitope-II" (figure n°12).
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inale

Epitope-11
I

terminale

P, | —

Epitope-I

terminale

Epitope-I

(b)
Figure n°12: Localisation des épitopes de Blo t 5 et de Blo t 21 déterminés
expérimentalement. (a) Position des épitopes I et II (en cyan) et de leurs résidus majeurs
(sticks bleus) de Blo t 5 (code PDB 2JMH en magenta). (b) Position de 1'épitope-I (en rose) et

ses résidus majeurs (sticks roses fuchsia) de Blo t 21 (code PDB 2LM9 en saumon).
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Il existe plusieurs méthodes de détermination des épitopes B des allergenes: par la résolution
des structures des complexes anticorps-antigénes expérimentalement, par la méthode de
phage display ou par mutagénése dirigée. Cette derniere reste le moyen le plus efficace et le
plus utilisé. En effet, plusieurs études ont montré que des substitutions par mutagénése dirigée
au niveau des résidus des épitopes B (généralement des acides aminés chargés présents a la
surface de la protéine) peuvent avoir un impact trés considérable sur sa IgE-réactivité en
abolissant l'interaction avec les IgE spécifiques (IgEs) (Pomés, 2010). Ainsi, plusieurs
épitopes des allergénes d'acariens ont été identifiés grace a cette méthode. Citons ceux de
Der p 2 (Mueller, 2001), de Blo t 5 (Chan et al., 2008), de Blo t 21 (Tan et al., 2012) et de
Der f 13 (Chan et al., 2006). Néanmoins, faire de la mutagénese dirigée tout le long de la
séquence des allergénes est une tache lourde a mettre en place, que se soit en terme de cotit ou
en terme de temps. C'est pourquoi, une présélection des épitopes potentiels in silico, via
l'utilisation des outils bioinformatiques de prédiction, est souhaitable et semble étre une voie

extrémement prometteuse dans I'¢laboration des vaccins hypoallergéniques.

La premicre partie de notre travail s'inscrit dans ce contexte. Dans ce présent chapitre, nous
décrirons dans un premier temps 1'analyse de séquences des allergénes des familles 5 et 21
dans le but d'étudier leur réactivité croisée en nous basant sur les épitopes de Blo t 5 et de
Blo t 21 déterminés expérimentalement. Ensuite, nous présenterons la prédiction in silico de
la position des épitopes B de l'allergéne Der p 5. Ce travail contribue a I'étude de
l'allergénicité des allergenes de ces deux familles (5 et 21) et aide a 1'élaboration des variants

hypoallergéniques et & la conception rationnelle des vaccins contre ces derniers.
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I1.2 Méthodes

I1.2.1 Etude de la réactivité croisée entre les allergénes des familles 5 et 21

Afin d'étudier la réactivité croisée entre les allergénes de la famille 5 (Der p 5, Der f 5,
Blot 5, Suim 5 et Lep d 5) et leurs homologues de la famille 21 (Der p 21, Der f 21
et Blo t 21), nous avons tout d'abord commencé par la mesure de leur similarité de séquence
en réalisant des alignements par paires et multiples a I'aide des programmes bioinformatiques
Blast2seq (Altschul et al., 1997) et ClustalW2 (Larkin et al., 2007), respectivement. Par
ailleurs, par manque de données sur les allergénes Ale o 5, Tyr p 5 et Gly d 5, ces derniers

n'ont pas été étudiés dans notre travail.

Les séquences des allergenes étudiés ont été collectées dans la base de données
UniProtKB/SwissProt (http://www.uniprot.org). Leurs codes d'accession sont P14004 pour
Der p 5, 096870 pour Blo t 5, ASBSI1 pour Der f 5, B2GM87 pour Sui m 5, Q9U5P2 pour
Lep d 5, Q2L7CS5 pour Der p 21, ASB8G7 pour Der f21 et A7IZE9 pour Blo t 21.

I1.2.1.1 Alignement de séquences

Dans un premier temps, des alignements locaux par paires ont été effectués entre ces
séquences en utilisant le programme Blast2seq (Altschul et al., 1997) afin d'estimer leurs
pourcentages d'identit¢ et de similarit¢ de séquences en utilisant la matrice de score
Blosum 62. Ces derniers sont définis, respectivement, comme étant le pourcentage des résidus
identiques qui se trouvent dans les mémes positions entre les deux séquences comparées et le
pourcentage d'acides aminés pour lesquels le score d'alignement (selon notre matrice de

score) est positif.

Nous avons ensuite utilis¢é le programme ClustalW2 avec ses paramétres par défauts
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html) (Larkin et al., 2007) pour I'alignement
multiple entre ces huit séquences. Cet alignement va nous permettre de discuter la
conservation ou non des régions épitopes de Blo t 5 et de Blo t 21 dans les séquences des
autres allergénes étudiés et donc essayer de comprendre la variabilité (forte ou faible) de la

réactivité croisée entre ces allergénes des familles 5 et 21.

11.2.2 Prédiction des épitopes de Der p 5
Afin de prédire les épitopes B sur la base de la structure 3D de l'allergene Der p 5, nous avons

utilisé le serveur web du programme SEPPA (http://lifecenter.sgst.cn/seppa/, Sun et al., 2009)
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vu ses performances par rapport a d'autres programmes évalués par Xu et al. (2010). De plus,
ce programme a pu prédire correctement la position des épitopes de Blo t 5 et de Blo t 21

déterminés expérimentalement (Chan et al., 2008; Naik et al., 2008; Tan et al., 2012).

Ce programme se base sur le concept appelé "unité de patch triangulaire de résidus". Cette
unité est introduite afin de mieux décrire le contexte spatial local en surface de I'antigéne
selon un critére de distance. Elle est définie sur I'ensemble de 3 résidus en surface dont les
distances deux a deux sont au plus de 4 A. Pour chaque résidu "r" en surface, SEPPA
recherche ensuite toutes les unités de patchs situées dans un rayon de 15 A autour de ce
résidu et lui attribue un score d'antigénicité. Ce dernier est fonction de la propension de
chaque unité de patch a faire partie d'un épitope (selon la banque d'apprentissage de SEPPA)

et d'un coefficient d'agrégation des patchs autour du résidu considéré.

I1.2.2.1 Structures expérimentales des allergénes Der p 5, Blo t 5 et Blo t 21
Les structures 3D de Der p 5, Blo t 5 et de Blo t 21 ont été collectées de la Protein Data Bank
(PDB, http://www.pdb.org), avec les codes PDB 3MQ1, 2JMH et 2LM9, respectivement.

La structure de Der p 5 a été résolue par cristallographie aux rayons-X. Cette structure a été
trouvée sous forme d'hexamere, un triplet d'homo-dimeéres (chaines A-B, chaines C-D et
chaines E-F). L'évaluation de la qualité stéréochimique de ces diméres par PROCHECK
(Laskowski et al., 1993) montre que la géométrie des résidus (la distribution des angles
diédres phi (¢) et psi (y)dans le graphique de Ramachandran) est favorable (95.4% des
résidus se trouvent dans les régions favorables sur l'ensemble des chaines). En revanche,
I'analyse de la carte de densité électronique des dimeéres de Der p 5 montre que contrairement
a ce qui a été observé dans chaines A et B, les chaines C, D, E et F contiennent plusieurs
résidus qui présentent une résolution nettement moins bonne que celle de la moyenne des
résidus du méme type dans les structures déterminées a une résolution semblable. De plus, les
deux chaine A et B ont la plus basse valeur du facteur B (facteur d'agitation thermique), suivi
par le dimere C-D puis le dimére E-F (Mueller et al., 2010a). Ces observations montrent
clairement que le dimeére le plus représentatif de Der p 5 est celui composé des deux chaines
A et B (3MQI1_AB). C'est pour cette raison que dans la suite de notre recherche, nous avons

travaillé sur le monomeére 3MQ1_A et sur le dimére 3MQ1_AB.
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Les structures 3D de Blo t 5 et de Blo t 21 ont été déterminées par RMN. Le fichier PDB de
Blo t 5 (2JMH, Naik et a/., 2008) contient 21 conformeres qui correspondent a 20 solutions de
structures possibles (mais trés similaires) satisfaisant les contraintes de distance entre les
atomes et une structure (le conformeére n°21) qui est en fait la moyenne des ces 20
conformations. La premiére conformation (le conformére n°l) dans ce fichier est dite la
structure représentative. Par ailleurs, dans le fichier PDB de Blo t 21 (2LM9, Tan et al., 2012),
il y a 20 conformeéres et celui ayant la plus basse énergie parmi eux est donné comme la

conformation la plus représentative (le conformere n°1).

I1.2.3 Criblage des résidus épitopes majeurs de Der p 5 pour la validation expérimentale
En vue de déterminer les résidus majeurs qui pourraient jouer un role critique dans la fixation
aux IgEs, nous avons proposé¢ des mutations en "alanine" de quelques résidus prédits par

SEPPA comme épitopes.

La sélection de ces résidus s'est basée sur leur nature et leur accessibilité au solvant. En effet,
des études préalables ont montré que, par rapport aux résidus non épitopes, les résidus
épitopes présentent une accessibilité au solvant plus élevée et sont surtout des résidus polaires

et aromatiques (Rubinstein et a/. 2008; Sun et al., 2011).

L'accessibilité au solvant d'un résidu X dans la structure de nos allergenes est définie comme
le rapport (en pourcentage) entre la surface accessible au solvant de ce résidu, calculée a 1'aide
du programme DSSP (Kabsch & Sander, 1983) et sa surface accessible maximale. Celle-ci est
définie comme l'accessibilité au solvant du résidu X au sein d'un tripeptide Gly-X-Gly en

conformation étendue (Rose et al., 1985).

Le choix de la mutation de ces résidus en alanine, quant a lui, s'est porté sur (1) la base des
données expérimentales de mutagénése dirigée de Blo t 5 et de Blo t 21, et surtout (2) sur le
fait que ce résidu soit préféré dans les structures sous forme d'hélice alpha comme celle de
Der p 5 (code PDB 3MQ1; Mueller et al., 2010a). Néanmoins, afin d'estimer I'impact de ces
mutations sur la stabilité thermodynamique de la structure de Der p 5, nous avons calculé la
différence d'énergie libre (AAG) entre la protéine sauvage et la protéine mutée en utilisant le
serveur web du programme PoPMuSiC2.1 (Dehouck et al., 2011). Plusieurs travaux ont
montré l'efficacité de ce programme dans la prédiction des changements de stabilité apres

mutation ponctuelle (Dehouck et al., 2012).
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Ce programme a ¢été également testé sur les structures 3D de Blo t 5 (code pdb 2JMH) et celle
de Blo t 21 (code pdb 2LM9) afin d'estimer les valeurs de "AAG" apres la mutation de leurs

épitopes déterminés expérimentalement en alanine.

Afin d'avoir des résultats plus significatifs et représentatifs de la différence de l'orientation des
chaines latérales dans les différentes conformations de la structure de Blo t 5 et de Blo t 21,
nous avons calculé la moyenne de 1’accessibilité au solvant et la moyenne de "AAG" données
en chaque position dans les 20 conformeres des structures 2JMH, 2LM9 de Blo t 5 et Blo t 21,

respectivement.

I1.2.4 Visualisation des structures

Le logiciel PyMOL (http://pymol.sourceforge.net/: DelL.ano, 2002) a été utilisé pour visualiser

toutes les structures 3D des allergeénes étudiés.
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I1.3 Résultats et discussions

Deux objectifs ont été tracés dans ce travail: (1) I'analyse de la similarité de séquence entre les
allergénes d'acariens des familles 5 et 21 (Der p 5, Blo t 5, Der £ 5, Sui m 5, Lep d 5,
Der p 21, Der f 21 et Blo t 21) afin de discuter leur réactivité croisée sur la base de la
connaissance des épitopes de Blo t 5 et de Blo t 21 déterminés expérimentalement; et (2) la
prédiction des épitopes de l'allergene Der p 5 vu la disponibilité de sa structure 3D et son role
déterminant dans les maladies respiratoires et l'eczéma. Ce travail s'effectue en collaboration
avec le Centre d'Ingénierie des Protéines (CIP) de I'Université de Liege (ULg), pour permettre

une validation expérimentale de nos prédictions.

I1.3.1 Analyse de I’alignement de séquences

L'alignement de séquences par paires de nos allergénes a été réalisé avec le programme
Blast2seq en utilisant la matrice de substitution Blosum62 (Henikoff et Henikoff, 1992).
L'analyse des résultats montre que ces séquences sont trés similaires (tableau n°8). Le
pourcentage d'identité de séquence est supérieur a 40%, excepté pour DerpS/Lepds,
Der p 5/Der 21, Der p 5/Der p 21, Der p 5/Blo t 21, Der f 5/Der f 21, Der f 5/Der p 21 et Der
f5/Blo t 21. Notons que les plus grands pourcentages d'identité et de similarité ont été trouvés
entre Der p 5 et Der £ 5 (77% et 90%, respectivement) et entre Der p 21 et Der 21 (74% et

87%, respectivement).

Tableau n°8: Pourcentage d'identité¢ (triangle supérieur de la matrice) et de similarité
(triangle inférieur de la matrice) de séquences entre les allergénes étudiés. La longueur de

l'alignement est donnée entre parenthése.

Blot5 Derp 5 Der f5 Suim 5 Lepd5 Der 21 Der p 21 Blot21

Blot5s / 44% (107) | 47% (107) | 53% (107) | 48% (110) | 44% (109) | 44% (107) | 43% (106)
Derp5 71% (107) / 77% (109) | 51% (109) | 37% (107) | 33% (106) | 30% (106) | 30% (108)
Der f'5 74% (107) | 90% (109) / 53% (109) | 42% (107) | 37% (106) | 35% (106) | 35% (107)
Suim 5 74% (107) | 68% (109) | 66% (109) / 46% (107) | 43% (105) | 41% (108) | 46% (105)
Lepd5 64% (110) | 59% (107) | 61% (107) | 64% (107) / 50% (109) | 50% (107) | 47% (108)
Der 21 67% (109) | 57% (106) | 60% (106) | 66% (107) | 71% (109) / 74% (111) | 40% (105)
Der p 21 64% (107) | 55% (106) | 59% (106) | 63% (108) | 69% (107) | 87% (111) / 40% (105)
Blo t21 72% (106) | 60% (108) | 64% (107) | 70% (105) | 79% (108) | 71% (105) | 69% (105) /

La réactivité croisée entre les allergénes est due a la conservation ou non des sites
antigéniques (épitopes) qui se trouvent a la surface de ces allergénes. Rappelons que les

anticorps de type IgE sont spécifiques a l'espéce (IgEs), néanmoins, si I'épitope d'un allergeéne
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"A" est identique a celui d'un autre allergéne "B", il peut y avoir une réactivité croisée entre

ces deux allergénes (A et B) en fixant ces mémes IgEs.

King & Spaugfort, 2000 ont suggéré que les identités de séquences supérieures a 70% étaient
nécessaires pour entrainer une réactivité croisée significative entre les allergénes homologues.
C'est le cas pour les allergénes du groupe 1 entre Der p 1, Der f 1 et Eur m 1 (Takai et al.,
2005), du groupe 2 entre Der p 2, Der f 2 et Eur m 2 (Smith et a/., 2001) et du groupe 10 entre
Der p 10 et Lep d 10, qui présentent entre eux une forte réactivité croisée (Witteman et al.,
1994). En nous basant sur les pourcentages d'identité calculés entre les séquences de ces
allergénes (tableau n°8), nous pouvons suggérer que seuls les allergénes Der p 5 et Der £5 et
les allergenes Der p 21 et Der f 21 pourraient avoir une forte réactivité croisée entre eux.
Cependant, aucune mesure expérimentale de la réactivité croisée entre ces allergénes n'a été

testée jusqu’a présent (tableau 7).

L'alignement multiple de nos séquences réalis¢ a l'aide de ClustalW2 refléte le degré de
conservation des résidus tout au long des séquences d'allergeénes étudiés (figure n°13). Ici,
nous nous somme intéressés a comparer les séquences au niveau des €pitopes déterminés
expérimentalement pour Blo t 5 (Naik et al., 2008; Chan et al., 2008) et pour Blo t 21 (Tan et
al., 2012) avec leurs correspondants dans les séquences des autres allergénes (Der p 5, Der 5,
Suim 5, Lep d 5, Der p 21 et Der f 21). La numérotation des résidus utilisée dans la suite de

ce travail sera celle de notre alignement multiple de séquence (figure n°13).

Deux épitopes ont été identifiés dans Blo t 5 (Chan et al., 2008; Naik et al., 2008). Les résidus
majeurs de ces épitopes (épitope-1 E69, D74, E79 et E84 et épitope-1I N39, K40, K47 et R50)
sont représentés par des lettres rouges en gras dans l'alignement de séquences multiple (figure
n°13). Par ailleurs, un seul épitope a été trouvé dans Blo t 21 (Tan et al., 2012). Les résidus
majeurs de cet épitope (épitope-I E69, D74, E79, E84, et D91) sont indiqués en lettres bleues

en gras.
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N° dans le PDB 3MQl1 34 40 45 50
N° de l'alignement 1 5 10 15 20 25 30
Blot5 D DF RNEF DHTU LTULTIEQANUHATIEIKGEHU QULTIL YL Q
Derp 5 H DY QNE F D F L L MER I HE Q1T KXKGEILALF Y L Q
Der f5 H DY QN E F D F L L M QR I HEQMUIRIKGEEAULILUHTL Q
Suim 5 N D F R HE F DY L L MK TAZEHNMMEIRGEAMTILTL AL T
Lepd5 b bDF RNEF DR L L I HMTEEQF A KU LE QAL A HL S
Der 21 D KW R NAF D RMULMEEF EE K I DQ T EHGUL L ML S
Blo t21 D N F R HE F DHMTI VNTATQRF HE T EK F L L H I T
Der p 21 D EWIRMATFD RLMMEETLE T K T D QV E K G L L H L S
N° dans le PDB 3MQI 55 60 65 70 75 80
N° de I'alignement 35 40 45 50 55 60
Blot5 H Q L D E L N ENK S K E L Q E K I I R E L DV V C A M I E
Derp 5 E Q I NH F E E K P T K EM K D K I V A E MD T I I A M I D
Der 5 H Q I N T F E E NP T K E MK E Q I L G E M D T 1 I A L I D
Suim 5 E Q I AH L E Q S K N K E E K E K I V R E L E T I I A L I S
Lepds H E v T E L E K S K §S K E L K A Q I L R E I S I G L D F I D
Der 21 E Q Y K E L E K T K S K E L K E Q I L R E L T I A E N Y L R
Blot21 H E VvV D DL E K T GNKDE K AR 9L L RETULTV S E A F I E
Derp 21 E E Y K E L E K T K S K E L K E Q I L R E L T I G E N F M K
N° dans le PDB 3MQ1 85 90 95 100 105 110
N° de l'alignement 65 70 75 80 85 90
Blot5 G A Q GAL ERETULIKI RTDTILNTIILEI RTFNYEEAIGQTL S
Derp 5 G VR GV L DRLMAOQRIKDT LD 1 F E QY NL EMAZ KK S G
Der 5 G VR GV L NR LMK RTDULD 1 F ERY NV E I AL K S N
Suim 5 G S HD VL ERETLI KW RTDTU LD 1L EIRYNTFE S AILIKIG
Lepd5 S A XK GH F E R EL KR ADILNILAEI KT FNTFE S AL S TG
Der f21 G AL K FMQQEAKRTWDILNMMTFEI RYNTFETAV S T I
Blot21 G S R GY F Q R EL KR TDILDTU LU LEIKFNTFEAATLATG
Derp 21 G A L K F F EME AK R TDILNMMTFEIRY NY E F AL E S I
N° dans le PDB 3MQ1 115 120 125
N° de l'alignement 95 100 105 110
Blot5 K 1 L L K DL XKETE QK V KD T QT Q - -
Derp 5 bD 1 L E R DL K K E E A R V K K I E V - - -
Der 5 E 1 L E R DL KK EE QR V KK I E V - - -
Suim 5 A 1 L V R DL K A A E A K V K A I N V H A -
Lepds AV L HK DI LTALATI KV K A 1 E T K - -
Der f21 E 1 L v X DL A ETLAI KU KV KAV K S DD -
Blot21 D L L L K DL KAULQIK RV Q D S E - - - - -
Derp 21 K L L I XK K L D E L A K K V K A V N P D E Y Y

X Résidus majeurs dans les épitopes de Blo t 5 (Chan et al., 2008; Naik et al., 2008) X' Résidus majeurs dans I'épitope de Blo t 21 (Tan et al., 2012)

X' Epitopes de Blo t 5 prédits par SEPPA X Epitopes de Blo t 21 prédits par SEPPA

X Epitopes de Der p 5 prédits par SEPPA

Figure n°13: Alignement multiple de séquences des allergénes des familles 5 et 21 étudiés.
Positions des épitopes déterminés expérimentalement de Blo t 5 et de Blo t 21 et ceux prédits
par le programme SEPPA de Blo t 5, de Blo t 21 et de Der p 5. La premicre ligne contient la
numérotation des résidus dans la structure cristallographique de Der p 5 (3MQ1). La ligne
suivante correspond a la numérotation de l'alignement de séquences. Blo t: Blomia tropicalis,
Der p : Dermatophagoides pteronyssinus, Der f : Dermatophagoides farinae, Sui m : Suidasia

medanensis, Lep d : Lepidoglyphus destructor.

D'apres la littérature, une faible réactivité croisée a ¢été trouvée entre les allergénes
Der p 5/Blo t 5, Der p 5/Lep d 5, Der p 5/Der p 21, Der p 5/Der f 21, Der p 5/Blo t 21,
Blo t 5/Der f 5, Blo t 5/Blo t 21, Blo t 5/Der p 21, Blo t 5/Der f 21, Blo t 21/Der p 21,
Blo t 21/Der f 21 et Der p 21/Lep d 5. En outre, une forte réactivité croisée a été observée

entre Suim 5 et Blot 5 et entre Sui m 5 et Der f 5.

L'épitope I (composé des résidus majeurs E69, D74, E79 et E84) est le plus important dans

Blo t 5 (Chan et al., 2008). Ces quatre résidus majeurs sont conservés dans toutes les
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séquences des allergeénes des familles 5 et 21 étudiés (figure n°13), excepté pour le résidu
glutamate en position 69 (E69) qui est substitué par un résidu hydrophobe, leucine (L), dans
Der p 5 et Der f 5. Ce qui est intéressant, c'est que I'épitope-I de Blo t 21 identifi¢ par
mutagénese dirigée par Tan et al. (2012) est constitué¢ de ces quatre résidus majeurs de
Blo t 5, plus un résidu aspartate dans la position 91 (D91). Ce résidu est conservé dans
Der p 5, mais substitué par un résidu de méme charge, le glutamate (E91), dans Der f 5 et
Der f 21 et par un résidu de charge opposée, la lysine (K91), dans Blo t 5 et Der p 21. Par

contre dans Suim 5 et Lep d 5, ce résidu (E91) est remplacé par une alanine (A91).

L'épitope-II de Blo t 5 déterminé par Naik et al. (2008) est composé des quatre résidus
majeurs N39, K40, K47 et R50. Ces résidus ne sont pas aussi bien conservés que 1'épitope-I
dans toutes les séquences des allergénes étudiés (figure n°13). En effet, le résidus N39 est
conservé uniquement dans Der f 5 et remplacé par une lysine dans Der p 5 (K39), par une
sérine (S39) dans Sui m 5 et Lep d 5 et par une thréonine (T39) dans les allergenes de la
famille 21 (Der p 21, Der £ 21 et Blo t 21). Le résidu K40 est conservé dans Suim 5, Lep d 5,
Der f 21 et Der p 21 et substitué par une proline (P40) dans Der p 5 et Der f 5 et par une
glycine (G40) dans Blo t 21. Par ailleurs, le résidu K47 est conservé dans Der p 5 et dans
Sui m 5 uniquement, mais substitué par un résidu de méme charge positive, I'arginine (R47),
dans Blo t 21 et par une glutamine (Q47) dans Der f 5, Lep d 5, Der f 21 et Der p 21. Le
résidu R50, quant a lui, est conservé dans la majorité de ces allergenes (Sui m 5, Lep d 5, Der
f 21, Blo t 21 et Der p 21) mais remplacé par une alanine (A50) dans Der p 5 et par une
glycine (G50) dans Der f 5. Ces substitutions par des résidus présentant des propriétés
physico-chimiques différentes au niveau des résidus épitopes majeurs peuvent avoir un
impact sur l'interaction de ces derniers avec les IgE, ce qui pourrait expliquer en partie leur

faible réactivité croisée.

Seul l'allergéne Sui m 5 présente une conservation de trois résidus sur les quatre de cet
épitope de Blo t 5 (K40, K47 et R50) et une conservation de la totalité¢ des quatre résidus de
1'épitope 1 (E69, D74, E79 et E84). Ceci pourrait expliquer la forte réactivité croisée entre ces
deux allergénes décrite par Reginald et al. (2004). Cependant, une forte réactivité est
¢galement observée entre Sui m 5 et Der f 5, mais en se basant sur l'alignement de séquence
avec les épitopes connus de Blo t 5 et de Blo t 21, nous remarquons que seul 1'épitope-I est
conservé entre ces allergénes. Cela nous laisse penser que la réactivité croisée est

probablement due a cet épitope et/ou a l'existence d'autres épitopes non encore identifiés dans
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ces allergénes. Par ailleurs, une faible réactivité croisée est observée entre Blo t 5/Blo t 21,
Blo t 5/Der p 5 et Blo t 21/Der p 5 (tableau n°7). En nous focalisant sur les structures de
Blot 21, Blot5 etde Der p 5 (2LM9, 2JMH et 3MQ1_A, respectivement) nous remarquons

que la distribution des résidus chargés est différente entre ces trois allergenes (figure n° 14).

Blot21 Blot5 Derp 5

Figure n° 14: Distribution des résidus chargés (K, R et H en cyan et E et D en rouge) dans les
structures (en jaune) de Blo t 21 (code PDB 2LM9), de Blo t 5 (code PDB 2JMH) et de
Der p 5 (code PDB 3MQI1_A). Les positions des résidus épitopes majeurs de Blo t 5 et de Blo

t 21 déterminés expérimentalement sont entourées par des cercles oranges.
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Pour comparer les résidus des épitopes de Blo t 5, Blo t 21 avec leurs correspondant dans
Der p 5, nous avons fait une analyse de leur alignement de séquence (figure n°13) et de leurs

structures 3D (figures n°14 et 15):

' D74’ Blo 3 E86/Blo t 5

g— / \
74/ Ny

21 et Der;f

(@)

K47/Blo t 5

R47/Blo tQl

R50/Blo t 21 e ;- P4(>Derp‘ D |

l\ A N39Blots
w» »1 \

&

Figure n°15: Superposition de la structure au niveau des épitopes I (a) et II (b) de Blo t 5 (en
sticks bleus), de Blo t 21 (en sticks roses) et leurs correspondants dans Der p 5 (en sticks
oranges). Les structures 3D de Blo t 5 (code PDB 2JMH), de Blo t 21 (code PDB 2LM9) et
de Der p 5 (code PDB 3MQI) sont représentées en cartoon magenta, saumon et rouge,

respectivement.
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S entre Blot5etBlot21

- Au niveau de I'épitope-I les quatre résidus majeurs de Blo t 5 sont conservés sur les cing
résidus identifiés dans Blo t 21. Le résidu majeur D93 de Blo t 21 est substitué par une charge
opposée (K93) dans Blo t 5. La position de ces résidus majeurs (E69, D74, E79, E84) dans
leurs structures est similaire (tenant compte de la flexibilité de la boucle et des chaines
latérales dans les 20 conformeéres de ces structures), sauf pour le résidu E69 qui est un peu
enfoui dans la structure de Blo t 21 (2LM9).

- Au niveau de 1'épitope-II de Blo t 5, un seul résidu (R50) sur quatre est conservé dans
Blo t 21. Par ailleurs, une charge est également conservée par la substitution de K47 de
Blo t 5 par une arginine (R47) dans Blo t 21. Les autres résidus N39 et K40 de Blo t 5 sont
remplacés par une thréonine (T39) et une glycine (G40), respectivement. La position de ces

résidus dans la structure de ces allergénes est variable (figures 13 et 14).

S entre Blot5etDerp5:
- Au niveau de I'épitope-1, il y a trois résidus sur quatre qui sont conservés. Le résidu E69 est
substitu¢ par une leucine dans Der p 5 (L69). La position de ces trois résidus est similaire
dans les structures de Blo t 5 et de Der p 5 (2JMH et 3MQ1_A, respectivement).
- Au niveau de l'épitope-II, trois résidus sur quatre sont conservés (E69 de Blo t 5 est
substitu¢ par une leucine dans Der p 5). La position de ces résidus dans leurs structures est

similaire (résidus exposés en surface).

S entre Blot2l et Derp 5
- Au niveau de 'épitope-I, quatre résidus (D74, E79, E84 et D91) sur cinq sont conservés. Le
résidu épitope majeur E69 de Blo t 21 est substitué¢ par une leucine dans Der p 5 (L69). La
position de ces quatre résidus ainsi que l'orientation de leurs chaines latérales sont tres

similaires dans les structures de Der p 5 et de Blo t 21 (3MQ1_A et 2LM9, respectivement).

Toutes ces observations nous amenent a trois hypothéses pour expliquer la faible réactivité
croisée entre ces allergenes. (1) La faible réactivité croisée observée entre Blo t 5, Blo t 21 et
Der p 5 est probablement due a 1'épitope I, (2) la substitution des autres résidus qui se
trouvent dans cet épitope (les résidus adjacents aux résidus épitopes majeurs) pourraient
¢galement jouer un rdle dans la spécificit¢é de la reconnaissance des IgE, et/ou (3) la

possibilité d'existence d'autres sites antigéniques au sein de ces allergénes.
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I1.3.2 Prédiction des épitopes de Der p 5

L'analyse de la structure 3D et de 1'alignement de séquences et de structures indiquent que les
résidus de I'épitope-1 de Blo t 5 et de Blo t 21 sont fortement conservés dans Der p 5. De plus,
du point de vue son allergénicité, il est intéressant de chercher les épitopes de Der p 5 qui

pourraient servir a la conception des variants hypoallergéniques de cet allergéne.

Il existe plusieurs méthodes de prédiction des épitopes B, celles qui se basent sur la séquence
des allergenes ou celles qui se basent sur leurs structures. Ces derniéres méthodes semblent
étre les plus performantes vu que 90% des épitopes sont conformationnels (liés a leurs
structures 3D). Xu et al. (2010) ont évalué la performance de quelques programmes qui se
basent sur la structure 3D des allergénes pour la prédiction des épitopes B: "SEPPA" (Sun et
al., 2009), "CEP" (Kulkarni-Kale et al., 2005), "DiscoTope" (Andersen et al., 2006),
"ElliPro" (Ponomarenko et al., 2008), "PEPOP" (Moreau et al., 2008) et "BEpro/PEPITO"
(Sweredoski & Baldi, 2008). Ces auteurs ont montré que SEPPA (Sun et al., 2009) est 1'outil
de prédiction le plus performant. De plus, nous avons testé ce programme sur la structure de
Blo t 5 (code PDB 2JMH) et celle de Blo t 21 (code PDB 2LM9) pour lesquels les épitopes
ont été déterminés expérimentalement (Chan et al/, 2008; Naik et al., 2008; Tan et al., 2012).
La majorité des résidus épitopes majeurs de Blo t 5 et de Blo t 21 ont été prédit correctement
par SEPPA (4 résidus sur 4 dans I'épitope-I, et 2 résidus sur 4 dans 1'épitope-11 de Blo t 5 et 4
résidus sur 5 dans 1'épitope I de Blo t 21) (figure n°15). Les résultats de la prédiction des

épitopes de Der p 5 avec ce programme sont résumés dans la figure n° 16.

N° dans le PDB 3MQ1 34 40 45 50
N° de l'alignement 1 5 10 15 20 25 30
Blot5 bD b F R NE F DHULL I E QANHATEIKGEHQTULL Y L Q
Derp 5 H DY QN E F D F L L M E R I HE QI K K GE L AL F Y L Q
Blot21 D N F R HE F D HMT V NTAT QR F HE I E K F L L H I T
N° dans le PDB 3MQ1 55 60 65 70 75 80
N° de l'alignement 35 40 45 50 55 60
Blot5 H Q L D E L N E N K K EL Q E K I I R E L DV V C A M 1 E
Derp 5 E Q I NH F E E K P T K E M K D K I V A E M D T I I AM I D
Blo t 21 H E V DD L E K T GNKDE K ARLILIRET LTV S E A F I E
N° dans le PDB 3MQI 85 90 95 100 105 110
N° de l'alignement 65 70 75 80 85 90
Blot5 G A Q G AL ERETILI K RTDILNTT L ERFNYEEAIOQTL S
Derp 5 G VR GV L DI RLMOQRIKDTU LD I F E QY NL EMATZ KK S G
Blot21 G S R G Y F Q R E L K R T D L D L E K F N F E A A L A T G
N° dans le PDB 3MQ1 115 120 125
N¢ de l'alignement 95 100 105 110
Blot5 K 1 L L K DL K E T E Q K V K D I Q T Q
Derp 5 D I L E R DL K K E E A R V K K I E V -
Blot21 p L L L K DL K AUL QKR V Q D S E -

X' Résidus majeurs dans les épitopes de Blo t 5 (Chan et al., 2008; Naik et al., 2008) X Résidus majewrs dans I'épitope de Blo t 21 (Tan et al., 2012)

X Epitopes de Blo t 5 prédits par SEPPA X Epitopes de Blo t 21 prédits par SEPPA

X Epitopes de Der p 5 prédits par SEPPA

Figure n°16: Alignement de séquence multiple entre Blo t 5, Der p 5 et Blo t 21 et positions

de leurs épitopes B prédits par le programme SEPPA (cet alignement est repris de la figure n°13).
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Quatre sites antigéniques ont été prédits dans Der p 5, Blo t 5 et Blo t 21 par le programme
SEPPA:

1. Epitope-Nt : quelques résidus de la premiere hélice ont été prédits comme épitopes.
Ceci correspond aux résidus L11 et [12 pour Blo t 5, T14 pour Blo t 21 et L11, M12,
E13, R14 et H16 pour Der p 5.

2. Epitope-II (selon notre convention de nomination des épitopes d'aprés leur
importance): de la position 35 a 46 de notre alignement de séquences et qui
correspond partiellement a 1'épitope de Blo t 5 identifié par Naik et al. (2008);

3. Epitope-I (selon notre convention de nomination des épitopes d'aprés leur
importance): de la position 62 a 85 de notre alignement de séquences et qui
correspond a 1'épitope identifié par Chan et al. (2008) pour Blo t 5 et par Tan et al.
(2012) pour Blo t 21.

4. Epitope-Ct: quelques résidus de la I'hélice Cierminae Ont également été prédits comme

épitopes.

Ce sont essentiellement les résidus de 1'épitope-I qui sont conservés entre Blo t 5, Blo t 21 et
Der p 5. Aucune information n'a été trouvée sur l'importance de la premiére hélice de ces
allergénes dans leur allergénicité, contrairement a la position des quelques résidus dans
I'hélice Cierminate- En effet, Tan et al. (2012) ont montré que la mutation de K102 réduit
significativement la fixation des IgEs de Blo t 21. Ce résidu étant loin de I'épitope
conformationnel de cet allergéne, il pourrait faire partie d'un autre épitope de Blo t 21. De
plus, selon Flicker et al. (2006), la position des épitopes dans la partie Ciepminare des allergénes
devrait faciliter la réticulation du récepteur FceRI via le complexe IgE-antigéne et joue un
role primordial dans leur allergénicité en stimulant la dégranulation des mastocytes ou des

basophiles et la libération de médiateurs de l'inflammation (Siraganian, 2003).

I11.3.2.1 Criblage des résidus épitopes majeurs de Der p 5 pour la validation
expérimentale

Les résidus exposés en surface sont un critere important pour la détermination des sites
antigéniques des allergenes (Bui et al., 2007). En effet, cette exposition leur permet d'interagir
avec le paratope des anticorps pour former le complexe antigéne-anticorps. De plus, Sun et al.
(2011) ont étudié les différences entre les résidus épitopes et les non épitopes en surface de
l'antigéne. IIs ont trouvé que les résidus épitopes présentent une accessibilité au solvant plus

¢levée, et sont surtout des résidus polaires et aromatiques. Plusieurs travaux ont montré
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¢galement l'importance des résidus chargés en surface dans la fixation des IgEs. Des
mutations dirigées sur ces résidus chargés ont permis d'identifier les épitopes de différents
allergénes d'acariens: Der p 2 (Mueller & al., 2001), Der f 13 (Chan et al., 2006), Blo t 5
(Chan et al., 2008) et Blo t 21 (Tan et al., 2012). Tous ces allergeénes présentent des
pourcentages ¢levés de résidus chargés en surface. L'abondance de ces résidus chargés tout au
long des structures des allergénes peut expliquer que la grande solubilité de ces allergénes

pourrait favoriser leurs propriétés allergéniques.

La sélection des résidus majeurs qui pourraient jouer un role crucial dans la fixation des IgEs
de Der p 5 s'est donc portée sur deux critéres: (1) la nature du résidu, en choisissant les
résidus chargés (K, R, H, D, E) et les résidus polaires (N, Q, S et T) et le résidu polaire
aromatique tyrosine (Y) et (2) l'accessibilité au solvant des résidus épitopes prédits par

SEPPA.

Afin de choisir une valeur seuil de 'accessibilité au solvant des résidus des épitopes, nous
avons calculé avec DSSP la surface accessible au solvant des résidus majeurs des épitopes de
Blo t 5 et de Blo t 21 déterminés expérimentalement. L'accessibilité au solvant donnée dans
nos résultats correspond a la moyenne calculée pour ces résidus majeurs de des épitopes dans
I'ensemble des 20 conforméres de leurs structures RMN +/- écart-type (<%acc.> +/- O)
(tableau n°9). Les résultats trouvés montrent que l'accessibilité moyenne au solvant est
supérieure a 25%, excepté pour le résidu E69 de Blo t 21 qui présente une accessibilité
moyenne de 15%. Cependant, c'est probablement sa nature et sa position dans la structure, par

rapport aux autres résidus majeurs, qui ont fait que cet épitope soit important pour Blo t 21.
En outre, l'accessibilité¢ au solvant des résidus chargés, polaires et aromatiques prédits par

SEPPA dans l'ensemble des deux chaines A et B de Der p 5 (3MQ1_AB) est supérieure a

25% (tableau n°9). Ceci montre la forte exposition de ces résidus dans la structure de Der p 5.
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Tableau n° 9: Valeurs de la moyenne de l'accessibilité au solvant +/- écart-type (<%acc.> +/- o) des résidus
épitopes sauvages de Blo t 5 et de Blo t 21 déterminés expérimentalement, et de l'accessibilité au solvant (acc.)
des résidus épitopes des deux chaines A et B de Der p 5 prédits par SEPPA. La valeur moyenne de la différence
d'énergie libre (< AAG>) +/- écart-type ((< AAG>) +/- o) pour Blo t 5 et Blo t 21 et la valeur de la différence

d'énergie libre pour Der p 5 (AAG) apres leur mutation en alanine sont ¢galement fournies

Epitopes R;fl‘fé“ <Yeace> +- o (%) (< AAG>) +/- & (keal/mol)
Blot5
N39A 59.27+4.88 /
. K40A 36,09+2,51 /
Epitope IT K47A 59,85+4,15 /
R50A 65,31+5,93 /
E69A 56,09+9,43 0,06+0,15
Epitope I D74A 54,6+30,4 0,03+0,31
E79A 30,55+5,21 0,70+0,28
E84A 57,03+10,2 0,26+0,31
Blo t 21
E69A 15,18+4,87 0,66+0,21
D74A 65,61+6,27 0,06+0,15
Epitope I E79A 34,65+10,93 0,4+0,47
E84A 50,26+7,3 0,22+0,19
D91A 26,9+7,29 0,27+0,25
Epitope-Ct K102 54,99+6,17 0,14+0,2
Der p §
Chaine A Chaine B Chaine A Chaine B
acc. (%) acc. (%) AAG (kcal/mol) AAG (kcal/mol)
L11A 80,79 24.6 0,12 0,05
Epitope-Nt MI2A 66,37 20,24 0 0,03
E13A 81,63 46,9 -0,28 -0,3
R14A 73,44 19,4 -0,1 -0,13
HI16A 4543 44,44 0,34 -0,02
H35A 57,78 44,36 -0,33 -0,32
E37A 42,96 48,87 0,24 0,2
E38A 86,47 54,51 0,04 -0,1
K39A 25,59 26,42 13 1,24
Epitope IT P40A 33,38 36,22 1,26 1,13
T41A 38,69 35,41 1,24 1,26
K42A 53,59 3727 0,22 0,84
E43A 77,34 68,3 0,33 0,14
D46A 45,37 47,47 -0,17 -0,41
L69A 31,07 8,63 0,91 1
M70A 29,5 32,37 1,07 0,67
Q71A 81,78 69,88 -0,17 -0,06
R72A 63,67 34,11 -0,19 -0,55
K73A 41,63 54,84 0,73 -0,09
D74A 97,04 46,63 0,36 0,39
L75A 19,68 12,34 2,08 1,86
Epitope I D76A 52,3 28,99 0,79 0,96
177A 45,86 45,76 0,33 0
F78A 23,79 31,87 1,86 0,13
E79A 53,17 10,47 0,13 0,25
Q80A 50,72 40,89 0,03 0,18
Y81A 53,63 27,87 0,38 0,18
L83A 11,91 12,77 1,74 1,52
E84A 51,56 51,02 -0,05 0,04
K106A 34,54 42,07 0,92 0,32
Epitope-Ct 1107A 22,65 26,24 1,27 2,05
E108A 95,6 69,82 -0,14 -0,06
V109A 69,3 255,12 0,18 0,58
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Nous avons donc retenu les résidus E13, R14, H16 dans 1'épitope-Nierminas, les résidus H35,
E37, E38, K39, K42, E43 et D46 dans I'épitope-II, les résidus Q71, R72, K73, D74, D76,
E79, Q80, Y81 et E84 dans 1'épitope-I et les résidus K106 et E108 dans 1'épitope-Ciermina

pour la validation expérimentale (figure n°17).

Epitope-11

Epitope-I

Figure n° 17: Position des épitopes prédits de Der p 5 par le programme SEPPA et des

résidus majeurs proposés, d'apres nos critéres de sélection, pour la validation expérimentale.

Chan et al. (2008) et Tan et al. (2012) ont déterminé les épitopes de Blo t 5 et de Blo t 21,
respectivement, par la méthode de mutagénése dirigée en faisant des mutations en alanine sur
tous les glutamates (E) et aspartates (D) tout au long de la séquence de ces deux allergénes.
Certains de ces résidus ont été identifiés comme résidus majeurs des épitopes selon la forte
diminution de la fixation aux IgE observée apres leur mutation. Cependant, d'autres mutations
n'ont pas pu étre exprimées expérimentalement, alors que d'autres ont été éliminées pour le
test de fixation aux anticorps suite aux changements conformationnels que ces mutations
induisent au sein de ces allergenes (perte d'une partie de la structure secondaire, par exemple).
Ces changements conformationnels sont probablement dus a la déstabilisation de la structure
de ces allergenes suite a la mutation en alanine en certaines positions de la structure. En effet,

l'effet de la mutation en alanine peut étre double: soit elle déstabilise fortement la structure de
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l'allergéne au point que la structure s'en voit altérée. Dans ce cas, il est impossible de
déterminer si le résidu muté est situé dans un épitope car la perte d'interaction avec l'anticorps
peut simplement étre due a une modification de la structure de l'allergéne. Soit la mutation ne
modifie pas la structure de l'allergéne. Dans ce cas, une perte d'interaction avec l'anticorps

suggere que le résidu muté est situé dans un épitope. C'est ce dernier cas qui est recherché.

C'est pour cette raison que nous avons estimé, en utilisant le programme PoPMuSiC, le
changement de stabilit¢ thermodynamique suite & une mutation en alanines des résidus
épitopes prédits par SEPPA pour Der p 5 afin de ne sélectionner que les positions dont la
mutation en alanine ne déstabilise pas de maniére importante la structure native de cet
allergéne. PoPMuSiC est basé sur I’hypothése qu’une mutation ponctuelle ne modifie pas
significativement la conformation de la chaine principale de la protéine. Aprés chaque
mutation, PoPMuSiC calcule la valeur de la différence d'énergie libre (AAG) entre la protéine
sauvage et la protéine mutée. Plus la valeur de AAG est négative, plus la mutation est
considérée comme stabilisante dans cette position. Cependant, nous pouvons avoir une
mutation déstabilisante (avec des valeurs de AAG positives) dans une certaine mesure qui ne
modifie pas la structure de l'allergéne. La question qui se pose dans ce cas est jusque dans
quelle mesure peut-on déstabiliser 1'allergene sans qu'il y ait perte de structure (ou dit
autrement, jusqu'a quelle valeur du AAG positive peut-aller). Afin d'apporter une piste de
réponse a cela, nous avons tout d'abord testé PoPMuSiC sur 1'épitope-1 de Blo t 5 et de Blo t
21 déterminés expérimentalement par mutagénese dirigée en alanine afin d'estimer I'étendue
des valeurs de AAG qui a priori ne déstabilisent pas la structure de ces allergenes apres cette
mutation. La valeur de AAG donnée dans nos résultats est la moyenne des (< AAG>) +/-
écart-type calculée aux positions des résidus majeurs des épitopes dans les 20 conforméres
pour Blo t 5 et Blo t 21. La plus grande valeur de AAG moyenne (< AAG>) +/- écart-type
dans I'épitope-I de Blo t 5 est de 0,70+0,28 kcal/mol. Cette valeur est proche de celle calculée

apreés mutations des résidus majeurs de 1'épitope-I dans Blo t 21 (0,66+0,21 kcal/mol).

Nous avons ensuite calculé la valeur de la différence d'énergie libre (AAG) dans les deux
chaines A et B de Der p 5 (3MQ1_AB) au niveau des résidus épitopes prédits par SEPPA et
sélectionnés selon nos critéres (représentés avec des cases rouges dans le tableau n°9). Le
résultat montre que les AAG calculés sur ces deux chaines sont inférieurs a 1 kcal/mol apres
mutation de tous ces résidus en alanine, sauf pour la lysine en position 39 (K39) ayant une

valeur de 1,3 kcal/mol dans la chaine A et de 1,24 kcal/mol dans la chaine B. Ces résultats
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suggerent que la mutation en alanine de ces résidus n'est pas trop défavorable dans ces

positions en terme de la stabilité thermodynamique de la structure de Der p 5.

11.3.2.2 Comparaison des épitopes prédits de Der p S avec leurs correspondants dans la
séquence de Der 5

L'alignement de séquence entre Der p 5 et Der £ 5 montre que la région de I'épitope-I est
fortement conservée: 12 résidus sur 15 sont identiques (L69, M70, R72, D74, L75, D76, 177,
F78, E79, Y81, et E84) et les trois résidus Q71, K73 et L83 sont substitués par les résidus K,
T et V, respectivement dans Der f 5. Seulement six résidus sur douze sont conservés entre
Blo t 5/Blo t 21 et Der p 5 dans cet épitope-I. Ces observations pourraient renforcer
I'hypothese de I'existence d'une forte réactivité croisée entre les deux allergénes Der p 5 et
Der f'5. La résolution de la structure de Der f 5 apportera plus de lumicre quant a la réactivité

croisée de ces allergénes des familles 5 et 21.
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I1.4 Conclusions

La création de variants hypoallergéniques ayant une immunogénicité conservée mais un
potentiel allergénique réduit, est un véritable enjeu de santé. En effet, ces variants sont
toujours capables de stimuler le systéme immunitaire (cellules lymphocytaires T) mais sont
dépourvus d'une réactivité IgE et donc incapables d'activer la réponse humorale IgE-
dépendante et d'induire les signes cliniques de l'allergie. Ce mécanisme vise a 1’acquisition de
la tolérance immunologique, par la production et la stimulation de cellules T régulatrices. Ces
variants sont donc fortement recherchés pour le traitement préventif ou thérapeutique de

maladies allergiques. Les objectifs de ce chapitre étaient tracés dans ce contexte.

Nous nous sommes tout d'abord intéressés a I'étude de I'allergénicité des allergénes des
familles 5 et 21 en étudiant leur réactivité croisée. Par la suite, nous avons prédit, in silico, les
épitopes de Der p 5, un des allergénes importants de l'acarien Dermatophagoides

pteronyssinus.

D'aprés I'alignement multiple entre les séquences des allergenes étudiés (Der p 5, Blo t 5, Blo
t21, Der f5,Suim 5, Lep d 5, Der p 21 et Der f 21), nous avons pu constater que les résidus
qui constituent 1'épitope (appelé épitope-1 dans ce chapitre) situé entre la deuxiéme boucle et
I'hélice Cierminate, déterminé par Chan et al. (2008) et par Tan et al. (2012) dans Blo t 5
et Blo 21, respectivement, sont mieux conservés au sein de ces deux familles 5 et 21, par
rapport aux résidus de I'épitope (appelé épitope-II dans ce chapitre) localisés dans la premicre

boucle de Blo t 5 (Naik et al., 2008).

Chan et al. (2008) ont montré que les mutations introduites dans 1'épitope-1I déterminé par
Naik et al. (2008), ne réduisaient pas significativement la fixation de cet allergéne aux IgEs.
En outre, I'impact considérable de la mutation des résidus majeurs de 1'épitope-I dans Blo t 5
et Blo t 21 sur la réduction de leur IgE-réactivité¢, montre 1'importance de cet épitope-I et de
I'hélice Creminate dans 1'allergénicité de ces allergénes des familles 5 et 21. En conséquent, et
suite a notre analyse, la faible réactivité croisée observée entre les allergénes de ces deux
familles 5 et 21 vient sans doute de la conservation partielle des résidus épitopes majeurs (ou

aux résidus adjacents de ces derniers) se trouvant dans cet épitope-I de Blo t 5 et de Blo t 21.

D'autre part, grace au programme SEPPA, quatre sites antigéniques ont pu étre prédits dans

Der p 5. Les résidus épitopes dans les parties Nieminaie € Crerminate, appelés épitope-Neqminal €t
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épitope-Crerminas, T€SpEctivement, pourraient jouer un role dans l'allergénicité de cet allergéne,
soit en formant un épitope conformationnel avec d'autres résidus soit en contribuant a la
réticulation des IgE liés aux récepteurs. Les deux autres épitopes ont été appelés épitope-1 et
épitope-I1. L'épitope-I (de la position 62 a 85 de notre alignement de séquence) correspond a
la région de I'épitope le plus important de Blo t 5 et de Blo t 21. L'épitope-II (de la position 35
a 46 de notre alignement de séquence) correspond a 1'épitope de Blo t 5 déterminé par Naik et

al. (2008).

Parmi les résidus qui composent ces deux épitopes, nous avons sélectionné ceux qui
pourraient étre importants dans la fixation aux IgEs en nous basant sur la nature des résidus
(chargés, polaires et aromatiques) et leur accessibilité au solvant. Les positions ainsi
sélectionnées sont: Q71, R72, K73, D74, D76, D79, Q80, Y81 et E&4 dans I'épitope I, et les
résidus H35, E37, E38, K39, K42, D46 et E43 dans 1'épitope II. Nous avons ensuite évalué
I'impact de leur mutation en alanine sur la stabilit¢ thermodynamique de la protéine. Ces
mutations n'étant pas fortement défavorables du point de vue de la stabilité thermodynamique,
ont été proposées pour la validation expérimentale. Une premicre sériec de mutations est
actuellement en phase de validation dans le laboratoire du "Centre de 1'Ingénierie des

protéines-CIP" de Licge, tandis que les autres mutations seront testées ultérieurement.

Par ailleurs, afin de mieux comprendre la variabilité de la réactivité croisée entre Der p 5 et
Blo t 5, des mutations au niveaux des résidus majeurs de I'épitope II de Blo t 5 ont été
engendrées dans Der p 5 (K39N, P40K et A50R) et vice versa dans Blo t 5 (N39K, K40P et
R50R). Cette étude nous permettra de mieux comprendre l'importance de ces résidus au
niveau de cet épitope. Ces mutations sont également en cours de validation expérimentale

dans le méme laboratoire cité ci-dessus.
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I11.1 Introduction et problématique

Une voie permettant la compréhension de la fonction biologique et des propriétés d'un
allergeéne passe par 1'étude de sa structure 3D. Parmi les allergeénes des familles 5 et 21, seules
les structures de Blo t 5, de Blo t 21 et de Der p 5 ont été déterminées expérimentalement par
RMN ou par cristallographie aux rayons-X (Naik et al., 2008; Chan et al., 2008 ; Tan et al.,
2012; Mueller et al., 2010a). En outre, la fonction biologique de ces allergénes est, a I'heure

actuelle, inconnue.

Les structures obtenues par RMN de Blo t 5 (code PDB 2JMH) et de Blo t 21 (code PDB
21.M9) montrent que ces allergénes sont constitués de trois hélices alpha de taille similaire
emballées dans un faisceau antiparallele formant une organisation en coiled-coil (figure
n°18a) (Naik et al., 2008; Tan et al., 2012). La structure RX de Der p 5 (code PDB 3MQ1) est
similaire a celle de Blo t 5 et de Blo t 21 (figure n°18a), mais contrairement a ces derniéres
qui sont rapportées comme étant des monomeres, la structure de Der p 5 est sous forme d'un
hexamere, constitué d'un triplet d'homodimeres (Mueller et al., 2010a). La dimérisation de
cet allergéne crée une cavité hydrophobe au centre de la molécule. Une hypothése avancée et
non encore vérifiée est que cette cavité pourraient étre impliquée dans la réponse immunitaire,

suite a I'éventuelle liaison a un ligand (Mueller et al., 2010a; Thomas, 2012).

Dans la structure dimérique de Der p 5, I'hélice Nyeminaie €St coudée au niveau de la glycine en
position 22 (selon la numérotation de notre alignement multiple, voir figure n°13, chapitre I,
section III.3.1) (figure n°18a). Cette G22 pourrait étre importante pour la flexibilité de cette
hélice et conduire a la formation du dimeére ou les deux chaines de Der p 5 sont enchevétrées
(figure n°® 18b). Cette glycine est également présente dans Blo t 5, mais son hélice Ne/minaze €St
droite. Cette glycine est substituée par une isoleucine (I11) dans Blo t 21 mais la structure de
cet allergéne est coudée au niveau de son résidu phénylalanine dans la position 19 (F19). La
superposition de la structure de ces trois allergénes montre la différence de la structure de
leurs hélices Nierminate (figure n°18d). Selon Mueller et al. (2010a) les différences de séquence
entre Blo t 5 et Der p 5 aux positions 62 et 65 peut expliquer le fait que Der p 5 est
essentiellement un dimére et Blo t 5 un monomeére. Dans Der p 5, la valine 62 de la premicre
chaine interagit avec la valine 65 de la deuxiéme chaine formant une interaction de type
"valine zipper" (figure n°18c). Ces deux positions (V62 et V65) sont substituées par une
alanine dans Blo t 5, et par une sérine et une tyrosine, respectivement dans Blo t 21, ce qui
devrait diminuer la surface hydrophobe entre les deux chaines et pourrait expliquer le fait que

Blo t 5 et Blo t 21 restent sous forme monomérique.
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terminale

Blot5 Blo t 21 Derp5
(2)

) © (@)

Figure n°18: (a) Représentation de la structure 3D des allergeénes Blo t 5 (code PDB 2JMH),
de Blo t 21 (code PDB 2LM9) et de Der p 5 (code PDB 3MQI). (b) Structure de dimere
(chaines A en rouge et B en orange) de Der p 5, position des G22 (en bleu) et des V62 et V65
(en jaune). (¢) Zoom sur la position des interactions valine zipper (V62 V65) entre les deux

chaines A et B de Der p 5. (d) Superposition des structures de ces trois allergénes.
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D'autre part, la structure 3D de Der p 21 n'a pas été résolue expérimentalement mais a été
étudiée par diffusion des rayons-X aux petits angles (Small Angle X-ray Scattering-SAXS) et
par dichroisme circulaire (Weghofer et al., 2008c). Les résultats de ces expériences suggerent
que cet allergene est également composé de trois hélices alpha et qu'il pourrait présenter une
structure sous forme de dimére avec une forme allongée. Les simulations ab initio réalisées

proposent un mode de dimérisation différent de celui de Der p 5.

Dans cette section, nous nous sommes intéressés a étudier la structure des allergénes des
familles 5 et 21: Der f 5 et Der f 21 de Dermatophagoides farinae, Blo t 5 et Blo t 21 de
Blomia tropicalis, Sui m 5 de Suidasia medanensis, Lep d 5 de Lepidoglyphus destructor et
Der p 5 et Der p 21 de Dermatophagoides pteronyssinus, dans le but d'évaluer leur
propension a dimériser et de modéliser les structures éventuelles des dimeres. Cette dernicre
partie a pour objectif d'identifier si le processus de dimérisation de ces allergénes permettrait
la création d'une cavité hydrophobe similaire a celle de Der p 5, qui pourrait étre responsable
de I'évolution de la réponse immunitaire de la tolérance a I'inflammation allergique au travers

de la liaison a certains ligands.

Nous avons abordé ces questions par des approches bioinformatiques et des techniques de
modélisation moléculaire. Dans un premier temps, nous avons générés des modéles de
monomere pour les allergenes étudiés sur la base des trois structures connues de Der p 5,
Blo t 5 et Blo t 21. Pour chaque allergene (Der £ 5, Sui m 5, Lep d 5, Der p 21 et Der f 21),
nous avons généré un premier ensemble de modéles monomériques en utilisant la structure
3D de Blo t 5 comme patron. Ces modeles présentent une structure composée de trois hélices
alpha antiparalléles avec une hélice Nyminare droite. Nous avons par la suite généré un
deuxiéme ensemble de modéle en nous basant sur la structure de la chaine A de Der p 5
(3MQ1_A). Ces modeles ont une hélice Nyeyminate coudée. Enfin, un troisieme ensemble a été
généré en utilisant la structure 3D de Blo t 21 comme patron. Ces modéles ont une hélice
Nierminate légerement coudée. Cette étape nous a permis d'estimer, selon un critére énergétique,
la propension que présente les allergénes étudiés (Der f5, Suim 5, Lep d 5, Der p 21 et Der f
21) a adopter une structure avec une hélice Nyeminate droite ou coudée. Par la suite, les modeles
générés sur la base de la structure de Der p 5 et retenus selon un critére énergétique ont été
utilisés pour effectuer des simulations d'amarrage protéine-protéine afin de prédire leur mode

de dimérisation.
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Nous tenons a souligner que les logiciels utilisés pour prédire les structures des dimeres
possibles de ces protéines ne précisent pas si le dimére pourrait effectivement se former ou
non, mais permettent d'évaluer si la structure de 1'éventuel dimére pourrait étre similaire a

celle de Der p 5.
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I11.2 Méthodes

II1.2.1 Modélisation comparative des structures 3D des allergénes des familles 5 et 21
La premicre étape de ce travail consiste en la génération des modeles de structure 3D des
allergénes des familles 5 et 21 (Der 5, Suim 5, Lep d 5, Der f 21 et Der p 21) en se basant

sur les structures de Blo t 5, de Blo t 21 et de Der p 5 résolues expérimentalement.

Nous avons généré la structure de nos allergenes par la méthode de modélisation comparative
en utilisant le programme "MODELLER" (Sali & Blundell, 1993). Ce programme a besoin
d'un alignement de séquences entre la séquence de la protéine a modéliser (la cible) et la
séquence d’une protéine similaire dont la structure est connue (le patron, dans notre cas la
structure de Blo t 5, de Blo t 21 ou celle de Der p 5). Par la suite, des modéles de structure de
la cible sont générés par satisfaction des contraintes spatiales. Dans notre travail, nous avons
extrait les alignements par paire entre cible et patron a partir de 1'alignement multiple de nos

allergénes étudiés (figure n°13, chapitre II, section I1.3.1).

I11.2.1.1 Création des modéles

Nous avons utilisé¢ le programme MODELLER 9v4 pour établir un modele de la structure 3D
monomeérique de Der £5, Sui m 5, Lep d 5, Der p 21 et Der f 21 en utilisant les structures
expérimentales de Blo t 5 (code pdb 2JMH), de Blo t 21 (code pdb 2LM9) et de Der p 5 (code
pdb 3MQ1) comme patrons.

A partir de l'alignement multiple, nous avons extrait des alignements par paire entre les
patrons (Blo t 5, Blo t 21 et Der p 5) et les séquences cibles (Der f 5, Sui m 5, Lep d 5,
Der p 21 et Der f 21), respectivement, que nous avons introduit comme entrée pour

MODELLER.

Trois types de modeles de monomeres ont ét¢ modélisés par MODELLER. Un premier
ensemble de modeles a été généré pour les allergénes Der 5, Suim 5, Lep d 5, Der p 21 et
Der f 21 en utilisant la structure de Blo t 5 comme patron. Ces modeles présentent une hélice
alpha Nierminale droite. Le deuxiéme et le troisiéme ensemble de modéeles de ces allergénes ont
été¢ générés en se basant sur la structure de la chaine A de Der p 5 (3MQ1_A) et de Ila
structure de Blo t 21 (2LMD9), respectivement. Ces modeles ont une hélice Nierminare coudée, le
degré de courbure obesrvé au sein de 2LM9 étant moindre que celui dans 3MQI1. Par ailleurs,

des modeles avec une hélice Nyminae coudée comme celle de Der p 5 ont également été
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construits pour Blo t 5 et pour Blo t 21 afin d'étudier I'impact de la flexibilit¢ de cette hélice
dans le mode de dimérisation de ces deux allergeénes. Trente modeles ont été générés pour
chaque protéine avec chacun des trois patrons en utilisant les paramétres standard de

MODELLER.

II1.2.1.2 Evaluation de la qualité et sélection des modéles 3D

Evaluer la qualité des structures 3D est une étape cruciale dans la construction de modéeles.
Dans cette étude, 1'évaluation de la qualité des modeles 3D prédits a été réalisée a l'aide de
deux types de fonctions d'énergie: une semi-empirique (Gromos, Van Der Spoel et al., 2005)
pour la minimisation de I'énergie de la structure des modeles et une dérivée a partir de bases
de données de structure connues (Anolea, Melo & Feytmans, 1998). En effet, la minimisation
d’énergie a pour but de ramener la fonction énergétique globale a un minimum que I’on
espere le plus proche de I’énergie de la structure native en éliminant d'éventuels contacts
inappropriés. Cette minimisation a été réalisée dans le vide, a I’aide du champ de force
GROMOS96 45a3 avec le programme « Gromacs » (GROningen MAchine for Chemical
Simulations) (Van Der Spoel et al., 2005), sur chacun des mode¢les proposé¢ par MODELLER.
L’algorithme de minimisation utilisé dans ce programme est de type "de gradients de plus
grande pente" (« Steepest Decent »). En outre, le score Anolea (Melo & Feytmans, 1998) a
¢galement été calculé pour chaque modéle aprés minimisation de I'énergie avec Gromos.
Anolea calcul un score d'énergie en évaluant 1I’environnement spatial pour chaque atome dans
le modéle en comparaison avec I’environnement observé dans des structures résolues par

cristallographie aux rayons-X a haute résolution.

Ces deux scores (Gromos et Anolea) étant calculés différemment, nous les avons normalisés

en Z-score selon 1’équation suivante :

Z —score; = 5=<5> ey
o

ou S; est le score obtenu pour le modéle considéré i, <S> est la moyenne des scores de tous les

modeles et o est I’écart type de la distribution des scores.

Cette normalisation permet de comparer les 30 modeles générés pour chaque allergéne avec
chacun des patrons selon les deux scores €nergétiques, Gromos et Anolea. Le Z-score final
pour chaque modele est la moyenne des Z-scores calculés pour chacune de ces deux fonctions

d’énergie. Nous avons défini le meilleur modele comme étant celui de plus petit Z-score
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moyen. Ainsi, les mode¢les ayant un Z-score moyen inférieur ou égal a -0,5 ont été

sélectionnés.

I11.2.2 Homodimérisation

I11.2.2.1 Simulations d'amarrage protéine-protéine

Les modéles de monomeres retenus selon notre critére énergétique et générés sur la base de la
chaine A de Der p 5 (code PDB 3MQ1) pour Der £ 5, Blot 5, Sui m 5, Lep d 5, Der p 21,
Der f 21 et Blo t 21 ont été soumis au programme ClusPro 2.0 (http://cluspro.bu.edu/;

Kozakov et al., 2006) afin de générer les homodimeéres éventuels pour chaque allergene.

ClusPro est 1'un des programmes d'amarrage les plus performant au tour 13-19 de CAPRI
(Critical Assessment of Predicted Interactions). Sa fonction de score prend en compte
I’énergie libre de désolvatation et les interactions électrostatiques. Il sélectionne les 1000
meilleurs scores et les regroupe dans des clusters (amas). Chaque cluster est caractérisé par
son nombre de solutions, le score ClusPro du centre du cluster et le score ClusPro le plus bas
trouvé dans le cluster. Pour chaque monomeére, nous avons retenu le dimeére ayant le plus bas

score ClusPro.

I11.2.2.2 Calcul de l'écart quadratique moyen (RMSD)

Afin d'établir les similarités structurales entre les différentes conformations, le programme
U3BEST (Kabsch, 1978) a été utilisé pour calculer le RMSD (Root Mean Square Deviation,
¢écart quadratique moyen) (Equation 2). Il s’agit de la distance moyenne minimale entre

atomes correspondant aprés superposition des structures.

RMSD = min(\/%zjv[(xhi - xz,i)z +(y, - y2,i)2 +(z,, - Zz,i)2 ]) (2)

Ou,
(X1, ¥1, Z1) et (X2, y2, Z2) sont les coordonnées cartésiennes des atomes correspondants dans les

protéines 1 et 2 et N est le nombre d'atomes superposés.

Plus le RMSD est bas, plus les structures 1 et 2 sont proches.
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I11.2.2.3 Assignation des interactions a l'interface des dimeres

Le programme PIC "Protein Interactions Calculator" (Tina et al., 2007) a été utilisé pour
calculer les interactions d'interface trouvées dans les diméres. Le pourcentage des interactions
de type i (ponts salins, contacts hydrophobes et les liaisons hydrogenes) trouvées a l'interface
des diméres X et Y, P}, a ¢t¢ calculé en se basant sur I'équation suivante:

Ny

P = ¢ 100% 3
XY le 0 (3)

Ou,
N,,, estle nombre d'interactions de type i communes a l'interface des diméres X et Y,

N, est le nombre des interactions de type i a l'interface du dimére Y.

I11.2.2.4 Identification des cavités

Le programme CASTp " Computed Atlas of Surface Topography of Proteins with structural
and topographical mapping of functionally annotated residues"” (http://cast.engr.uic.edu;
Dundas et al,, 2006) a été utilisé afin d'identifier les cavités au sein des modeles 3D générés

pour les allergénes étudiés.
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I11.3 Résultats et discussions

Le but de cette partie de recherche a été d'étudier le mode de dimérisation des allergenes des
familles 5 et 21 (Der 5, Blot5, Suim 5, Lep d 5, Der 21, Der p 21 et Blo t 21). Ainsi, nous
avons utilisé des approches de modélisation moléculaire pour étudier la propension de ces
allergénes a adopter des homodiméres similaires a celui de Der p 5 (code PDB 3MQ1) avec la
création d'une grande cavité hydrophobe qui pourrait accueillir des ligands. Cette étude nous
permet d'éclairer nos connaissances quant a la fonction probable de ces allergénes des

familles 5 et 21.

II1.3.1 Analyse des résidus de l’interface de Der p 5 dans I’alignement multiple de
séquence

L'alignement multiple de nos séquences réalis¢ par ClustalW (voir chapitre II, section
I1.2.1.1) refléte le degré de conservation de résidus entre ces séquences (figure n°19). Les
résidus qui interviennent dans les interactions a l'interface de la structure expérimentale du
dimére de Der p 5 (chaines A et B du code PDB 3MQ1, 3MQ1_AB) ont été identifiés par le
programme PIC et sont présentés en jaune dans la figure n°19. Ces interactions (contacts
hydrophobes, liaisons hydrogeénes et ponts salins) entre les deux chaines de Der p 5 jouent un
role important dans la formation et la stabilité du dimére de cet allergéne. Les pourcentages
d'identité et de similarité par rapport a ces résidus d'interface entre Der p 5 et les allergénes
étudiés (Der £5,Blot5, Suim 5, Lep d 5, Der £21, Der p 21 et Blo t 21) sont donnés dans le
tableau n°10. Les résultats montrent que ces pourcentages sont plus grands que ceux calculés
sur I'ensemble des séquences (tableau n°8, chapitre 11, section 11.3.1), sauf pour Lep d 5. Nous
remarquons aussi une trés forte similarité de séquence (95%) entre Der p 5 et Der f 5 sur ces

résidus de l'interface (tableau n°10).
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Figure n°19: Alignement multiple des séquences des allergénes étudiées obtenu par ClustalW.

La premicre ligne contient la numérotation des résidus dans la structure cristallographique de

Der p 5 3MQ1). La ligne suivante correspond a la numérotation de I'alignement de séquences.

Les résidus intervenant dans les interactions a l'interface du dimére de Der p 5 (chaines A et B

de 3MQ1) sont colorés en jaune. Ces résidus d'interface de Der p 5 conservés dans les autres

allergénes sont colorés en jaune également. Ceux pour lesquels le caractére hydrophobe, le

caractére acide ou le caractére polaire est conservé sont en vert, rose et bleu, respectivement

(Khemili et al., 2012).
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Tableau n°10: Pourcentages d'identité et de similarité de séquences entre Der p 5 et les autres
allergénes, calculés au niveau des résidus impliqués dans les interactions a l'interface du
dimere 3MQ1_AB. La similarité est définie comme ¢étant le pourcentage d'acides aminés pour

lesquels le score d'alignement de séquence (selon notre matrice de score, Blosum62) est

positif.
Identité Similarité
Blot5 58% 70%
Derf5 79% 95%
Suim 5 58% 70%
Lepd5 33% 50%
Der £21 41% 58%
Der p 21 33% 58%
Blot21 33% 75%

Les allergenes Lep d 5, Der p 21, Der £ 21 et Blo t 21 ne contiennent pas de résidu glycine en
position 22 de I'alignement (figure n°19) et montrent un faible pourcentage d'identité pour les
résidus d'interface de dimére de Der p 5. D'aprés Mueller et al. (2010a), cette glycine devrait
jouer un réle important dans la formation d'un coude dans I'hélice Nyeyminae €t d'une structure
dimérique enchevétrée de cet allergéne. L'absence de ce résidu dans ces quatre allergénes
(Lep d 5, Der p 21, Der £ 21 et Blo t 21) nous laisse penser que ces allergénes n'adopteraient

pas une structure dimérique similaire a Der p 5.

Par ailleurs, selon Mueller et al. (2010a), les valines V62 et V65 (figure n°19) jouent un role
dans la stabilité du dimere de Der p 5 en formant une interaction de type "valine zipper". Ces

deux valines sont conservées uniquement dans Der f 5.

Contrairement a ce qu'on a trouvé pour Lep d 5, Der p 21, Der f 21 et de Blo t 21, le calcul
des pourcentages d'identité et de similarité de séquences ainsi que la conservation des résidus
de l'interface entre Der p 5 et les autres allergeénes nous laisse suggérer que Blo t 5, Der £ 5 et
Sui m 5 pourraient adopter une structure dimérique semblable a celle de Der p 5 avec une
grande cavité entre les deux monoméres. La conservation de séquence la plus grande a été

trouvée entre Der p 5 et Der f 5.
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L'étape suivante de notre travail est la génération des modeles de structure des allergénes
étudiés (Der £5, Suim 5, Lep d 5, Der £ 21 et Der p 21). La similarité de séquence entre ces
allergénes avec leurs patrons (Blo t 5, Blo t 21 et Der p 5) étant suffisament élevée (tableau
n°8, chapitre II, section I1.3.1), nous avons utilisé une approche de modélisation comparative
pour prédire la structure des monomeres des allergénes et ensuite, des modeles de leurs
structures dimériques ont été congus par la méthode d'amarrage protéine-protéine, en ne

considérant pas de flexibilité.

I11.3.2 Modélisation comparative de la structure des monoméres

Nous avons utilisé les structures 3D de Blo t 5 (code PDB 2JMH), de Blo t 21 (code PDB
2LM9) et de la chaine A de Der p 5 (code PDB 3MQ1_A) comme patrons pour créer un
mod¢le de la structure 3D de Der £ 5, Sui m 5, Lep d 5, Der f 21 et Der p 21 en utilisant
MODELLER 9v4 (les scripts utilisés pour la modélisation sont donnés dans I'annexe I). Ces
patrons présentent des différences au niveau de la flexibilité de leur hélice Nierminae qui est
droite dans Blo t 5, légérement coudée dans Blo t 21 et coudée dans Der p 5 (figure n°18).
Cependant, connaissant le role de la flexibilité de cette hélice dans la formation du dimere de
Der p 5, nous avons également généré un modele présentant une hélice Niepminate cOudée pour

Blo t 5 et pour Blo t 21, et ce en utilisant la chaine A de 3MQ!1 en tant que patron.

Un premier ensemble de modéeles a été obtenu avec la structure de Blo t 5 (2JMH) en tant que
patron. Ces modeles présentent une hélice Niminare droite. L'énergie de ces modéles a été
évaluée avec Anolea et Gromos (voir Méthodes, section I111.2.1.2). Les valeur d'énergie des
modeles sélectionnés selon notre critére d'énergie (Z-score moyen inférieur ou égale a -0,5,
voir Méthodes, sections II1.2.1.2) sont données dans le tableau Al (voir annexe II). Le
nombre de modéles retenus pour ce patron est de: 10 pour Der f 5
(derf5_monomerl—10[2JMH]), 10 pour Sui m 5 (suim5 monomerl—10[2JMH]), 9 pour
Lep d 5 (lepd5_monomer1—9[2JMH]), 8 pour Der f 21 (derf21 monomerl—8[2JMH]) et 9
pour Der p 21 (derp21_monomerl —9[2JMH]).

Un deuxiéme ensemble de modéles a été créé sur la base de la structure de Blo t 21 (2LMY)
comme patron. L'hélice Niminate de ces modeles est 1égérement coudée. L'énergie de ces
modeles est donnée dans le tableau A2 (voir annexe II). Le nombre de modeles générés que
nous avons retenus est de: 9 pour Der f 5 (derf5 monomerl —9[2LM9]), pour Sui m 5

(suim5 monomerl1—5[2LM9]), 7 pour Lep d 5 (lepd5 monomerl—7[2LM9]), 8 pour
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Der £21 (derf21_monomer1—8[2LM9]) et 9 pour Der p 21 (derp21 monomerl —9[2LM9]).

Le dernier ensemble de mode¢les de ces allergénes a été calculé en utilisant la structure de la
chaine A de Der p 5 BMQ1_A) comme patron. L'hélice Nyeyminate €5t coudée dans ces modeles.
L'énergie de ces modeles est donnée dans le tableau A3 (voir annexe II). Le nombre de
modéles générés en se basant sur la structure de la chaine A de Der p 5 que nous avons
retenus est de: 5 pour Der f 5 (derfS monomerl—5[3MQ1 A]), 7 pour Sui m 5
(suim5_monomerl —7[3MQ1 _A]), 6 pour Lep d 5 (lepd5 monomerl—6[3MQ1_Al}),
7 pour Der f 21 (derf2l monomerl—7[3MQl1 _A]), 8 pour Der p 21
(derp21_monomerl—8[3MQ1_A]), 8 pour Blo t 5 (blot5 monomerl—8[3MQ1 _A]) et 7
pour Blo t 21 (blot21 _monomerl—7[3MQ1_A]).

Les valeurs de plus basse énergie obtenues avec chaque mode¢le et 1'énergie moyenne calculée
avec Gromos et Anolea des modeles sélectionnés sont données dans le tableau n°11. La
comparaison de ces valeurs indique, pour chaque allergéne, si la structure avec une hélice
Nierminale droite (patron 2JMH) est prédite avec un meilleur score que celle avec une hélice
légerement coudée (patron 2LM9) ou une hélice coudée (patron 3MQ1_A). Pour Der 5, la
structure modélisée avec le patron 3MQ1 A est clairement préférée par rapport a celle
obtenue avec le patron 2JMH et avec 2LM9, et ce quel que soit le critére utilisé. Les résultats
sont plus contrastés pour les modéles de Sui de 5 m, Lep d 5, Der p 21 et Der f 21. Nous
arrivons a des conclusions différentes selon le critere utilisé pour définir quel patron conduit
au meilleur modele (énergie la plus faible ou énergie moyenne calculée avec Anolea ou
Gromos). Ces résultats suggérent qu'une hélice Nieminae coudée serait plus probable dans le
monomere de Der f 5 que dans les autres allergénes étudiés. Notons que les séquences de
Lep d 5, Der p 21 et Der f 21 ne présentent pas un résidu glycine en position 22 de
l'alignement. La présence d'un autre résidu a cette position peut probablement diminuer la

propension a former un coude dans I'hélice Niermingie de ces allergénes.
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Tableau n°11: Valeurs d'énergie, calculées avec Anolea et Gromos, des modeles monomériques générés

sur la base des patrons 2JMH, 2LM9 et 3MQ1_A

La plus basse énergie La plus basse énergie Energie moyenne Energie moyenne
Anolea Gromos Anolea Gromos

Patron 3IMQ1_A 2LM9 2JMH 3MQ1 A 2LM9 2JMH 3MQ1_A 2LM9 2JMH 3IMQ1_A 2L.M9 2JMH
Der f'5 -232,0 -160,0 -190,0 -11283,3 -9360,6 -9805,5 -207,2 -138,4 -173,3 -10008,0 -7372,6 -8427.9
Suim 5 -186,0 -204,0 -111,0 -8609,9 -7549,0 -9078,4 -151,0 -155,3 -79,3 -8036,2 -7122,7 -7662,0
Lepd5 -232,0 -192,0 -232,0 -8569,8 -6939.3 -8320,8 -194,3 -177,6 -186,4 -7452.,4 -5928,3 -7748,1
Derp 21 -189,0 -182,0 -109,0 -8627,2 -8819,8 -8963,9 -144,8 -1443 -72,2 -8075,4 -6620,6 -7778,1
Der 21 -188,0 -206,0 -173,0 -7215,5 -7237,4 -7297,1 -133,0 -168,1 -101,0 -6731,0 -5917,1 -5790,9
Blot5 -235,0 / / -10256,0 / / -154,9 / / -9188,5 / /
Blo t 21 -241,0 / / -7770,1 / / -206,9 / / -7013,6 / /
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Nous avons également utilisé le patron 3MQ1_A pour obtenir une structure coudée pour les
monomeres de Blo t 5 et de Blo t 21. Ce qui est intéressant, c'est que I'énergie d'une telle
structure pour Blo t 5 est assez basse, pas autant que 1'énergie obtenue pour le modele de
Der f'5, mais inférieure a celles calculées pour les modéles de monomeres de Sui 5 m, Lep d 5,
Der p 21 et Der f 21 (tableau n°11). Ce résultat est également observé pour Blo t 21 mais

uniquement sur les scores d'énergie d'Anolea.

I11.3.3 Homodimérisation

I11.3.3.1 Fiabilité de ClusPro pour prédire la structure des diméres

Nous avons utilisé le serveur ClusPro2.0 pour prédire la structure des diméres. Pour tester la
capacité de ClusPro a prédire la structure dimérique de ces allergeénes, nous avons d'abord
utilisé ce programme pour prédire la structure du dimere de Der p 5 et ensuite comparé cette
structure prédite avec la structure expérimentale composée de ses deux chaines A et B
(3MQ1_AB).

La chaine A de Der p 5 (3MQI1_A) a été soumise au programme ClusPro et 20 solutions ont
été générées en sortie. La structure ayant le plus bas score ClusPro, appelée
derp5_dimer[3MQI1_A], a ¢été¢ identifiée comme celle qui est la proche de la structure
expérimentale de Der p 5 (3MQ1_AB). L'évaluation de la similarité entre cette structure
prédite (derpS_dimer[3MQ1_A]) et la structure expérimentale (3MQ1 AB) de Der p 5 s'est
basée sur (i) le calcul du rmsd entre ces structures aprés superposition et sur (ii) les
interactions présentes a l'interface de ces deux structures de dimeéres. La valeur de rmsd aprés
superposition des carbones alpha (Ca) entre les deux structures 3MQI _AB et
derp5_dimer[3MQI1_A] est égale a 1,9 A (figure n°20a). Ce résultat refléte la forte similarité

structurale entre la structure prédite et la structure cristallographique du dimére de Der p 5.

Les interactions a l'interface de 3MQ1_AB et de derpS_dimer [3MQ1_A] ont été identifiées
par le programme PIC. La comparaison de ces interactions montre que (figure n°21): 36
interactions ont été trouvées dans la structure expérimentale de Der p 5 3MQIl_AB
(24 contacts entre les résidus hydrophobes, 5 liaisons hydrogéne et 7 ponts salins) et 57
interactions ont été trouvées dans la structure prédite derp5 dimer[3MQ1_ A] (33 contacts

entre les résidus hydrophobes, 14 liaisons hydrogéne et 10 ponts salins).
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(b)
Figure n°20: Superposition entre la structure dimérique expérimentale de Der p 5

'3IMQ1_AB'(chaines A et B du code pdb 3MQ1 représentée en bleu clair) et la structure du

dimére de Der p 5 prédit par ClusPro 'derpS dimer[3MQ1_A] (en saumon). (a) Les résidus
impliqués dans des liaisons hydrogénes au niveau de l'interface de 3MQI AB et de
Derp5_dimer[3MQ1_A] sont représentées en batonnets bleu et cyan, respectivement. (b) les
valines en positions 62 et 65 (V62 et V65) qui interagissent dans l'interface de 3MQ1_AB
sont représentées en bleu et celles trouvées dans Derp5 dimer[3MQ1 A] sont en cyan
(Khemili et al., 2012).
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Figure n°21: Interactions de type (a) contacts hydrophobes, (b) liaisons hydrogéne et (c) ponts salins

calculées par PIC entre les résidus de l'interface des diméres 3MQ1_AB, derp5_dimer [3MQ1_A] et

derf5_dimer5. Les positions des résidus sont numérotées en fonction de la numérotation de

l'alignement de séquences. Les interactions a l'interface trouvées dans la structure expérimentale de

Der p 5 (3MQ1_AB), dans la structure dimeére de Der p 5 prédite par ClusPro (derp5 dimer

[3MQ1_A]) et dans la structure du dimeére prédite de Der f 5 (derf5_dimer5) sont représentées par une

fleche bleue, rouge et verte, respectivement. Les diméres ne sont pas parfaitement symétriques et les

interactions détectées entre les chaines A et B ne sont pas systématiquement les mémes que celles

entre les chaines B et A. Les fléches représentent les interactions entre les résidus des deux chaines

et sont orientées de la chaine A vers la chaine B (Khemili et a/., 2012).
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Le tableau n°12 indique que 83% des interactions de l'interface sont trouvées en commun dans 3MQ1_AB et derp5_dimer[3MQ1_A], et que

53% des interactions de l'interface trouvées dans derp5_dimer[3MQ1_A] sont communes avec 3MQ1_AB.

Tableau n°12: Pourcentage des interactions communes a l'interface de 3MQ1_AB, de derp5 dimer[3MQ1_A] et de derf5 dimers

3MQ1 _AB derp5_dimer[3MQI1_A] derf5 dimers
hydrophobe I-hydrogéne pont-salin hydrophobe I-hydrogene pont-salin hydrophobe I-hydrogéne pont-salin
m;\\@tx wu\&@_\k NLEQH\N w&mﬁ 5/X w&w% 5/X w&m% 5/X w&mx\m\x w&mw\m\k Nu&mw\ 5/X
83% 60% 100% 38% 40% 43%
3MQ1 _AB /
F, derp5/1X =83% P derf5/X =39%
derp5_dimer 61% 21% 70% 45% 43% 40%
- /
[3MQI_A] P, pio1x =53% By six =44%
derf5 dimers 36% 10% 43% 60% 30% 57% /
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Ces pourcentages sont plus élevés quand ils sont calculés seulement sur les contacts
hydrophobes ou sur les ponts salins, et plus bas sur les liaisons hydrogénes. Il y a plus de
liaisons hydrogénes a l'interface de derp5S dimére[3MQ1 A] que dans la structure
expérimentale, mais la plupart des liaisons hydrogéne supplémentaires sont situées dans la

méme région que celles dans la structure native (figure n°20a).

Par ailleurs, Mueller et al. (2010a) ont suggéré que les valines aux positions 62 et 65
(numérotation de l'alignement de séquences) pourraient jouer un role important dans la
stabilité de la structure dimérique de Der p 5 et pourraient étre responsables de la différence
dans la propension de dimérisation entre Der p 5 et Blo t 5. Ces contacts hydrophobes ne sont
pas identifiés par le programme PIC dans derp5 dimer[3MQ1_A] (figure n°21). Toutefois,
l'analyse de la structure montre que ces deux résidus V62 et V65 présentent la méme

orientation dans 3MQ1_AB et derp5_dimer [3MQ1_A] (figure n°20b).

Nous avons ensuite caractérisé la cavité qui pourrait étre impliquée dans la fixation du ligand
dans 3MQI1_AB et dans derp5 dimer[3MQI1_A] avec le programme CASTp. Le résultat
montre que la grande cavité qui se trouve a l'interface des deux monomeéres présente un
volume de 3051A° dans 3MQI1_AB et de 2914A* dans derp5 dimer[3MQ1_A]. En outre,
83% des résidus impliqués dans la cavité de 3MQI1_ AB sont également présents dans la

cavité de derp5_dimer[3MQ1_A].

Ces résultats suggerent que ClusPro est en mesure de prédire de facon fiable la structure des
diméres des allergenes étudiés dans ce travail et que le modéle avec le score le plus bas de

ClusPro correspond a la prédiction avec le plus bas rmsd par rapport a la structure native.

II1.3.3.2 Prédiction de la structure dimérique des allergénes et analyse de leurs
propriétés

Pour tester si les différents allergénes étudiés (Der £5, Suim 5, Lep d 5, Der f 21, Der p 21,
Blo t 5, et Blo t 21) pourraient adopter une structure dimérique possédant une cavité
hydrophobe similaire a celle de Der p 5, nous avons soumis a ClusPro tous les modeles de
monomeres sélectionnés qui ont une hélice Niepminare coudée (voir le tableau A3 en annexe II).
Ces monomeres ont été modélisés en utilisant 3SMQ1 A comme patron. Nous avons obtenu
plusieurs solutions possibles avec ClusPro, et la solution dont le score ClusPro est le plus bas

a été sélectionnée. En effet, les résultats obtenus dans la section précédente suggerent que le
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score ClusPro est capable de discriminer nos présents modeles et que la structure avec le

score ClusPro le plus bas devrait &tre la plus semblable a la structure native.

Nous avons finalement obtenu cinq homodimeéres pour Der f 5 (derf5_dimer1—5), sept pour
Sui 5 m (suim5_ dimerl—7), six pour Lep d 5 (lepd5_dimerl1—6), huit pour Der p 21
(derp21_dimer1—8), sept pour Der f 21 (derf21 dimerl—7), huit pour Blo t 5
(blot5_dimer1—8) et sept pour Blo t 21 (blot21 dimerl—7). La comparaison entre les
dimeres sélectionnés avec la structure cristallographique du dimére de Der p 5 a été éffectuée
par la mesure du rmsd et le calcul des pourcentages de conservation des interactions a
l'interface de ces diméres. Les scores ClusPro des meilleures solutions homodimériques ainsi
que leur rmsd avec 3MQ1_AB sont présentés dans le tableau n°13 (les valeurs de scores et

des rmsd de tous les homodimeéres prédits sont résumés dans le tableau A4 en Annexe II).

Der £ 5 est le seul allergéne qui présente une structure dimérique prédite similaire a celle de
Der p 5 (tableau n°12, derf5 dimer5 et figure n°22). La valeur du rmsd aprés superposition
entre Der p 5 (3MQ1_AB) et derfS_dimers est égale a 3,0 A et 48% des interactions a
l'interface identifiées dans derf5 dimers sont communes a celles trouvées dans
derp5_dimer[3MQ1_A] (figure n°21 et tableau n°12). Nous avons montré précédemment que
de légeres différences dans l'orientation des chaines latérales peuvent influer sur les
interactions a l'interface détectées par PIC, conduisant a un plus grand nombre d'interactions
identifiées dans derp5 dimer[3MQ1_A] que dans 3MQ1_AB. Pour cette raison, nous avons
estimé qu'il était plus judicieux de comparer les interactions de l'interface de derf5 dimers a
celles trouvées dans derp5 dimere[3MQ1 A]. Le volume de la cavité obtenue aprés

assemblage de deux monoméres dans derf5_dimers est égal a 1979 A°.
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Tableau n°13 : Valeurs de la fonction de score de ClusPro des meilleurs diméres prédits pour

les allergénes étudiés en utilisant 3MQ1 A comme patron et valeurs du rmsd obtenues apres

superpositions de ces modeles avec la structure cristallographique 3MQ1 AB (le dimére

numéro 6, par exemple, correspond au meilleur modele prédit par ClusPro obtenu avec le

monomere numéro 6)

Fonction de score ClusPro rmsd (A)
derp5_dimer[3MQ1_A] -1188 1.9
blot5 dimers -1152 >10
derf5_dimers -1353 3.0
suim5_dimery -1168 >10
lepd5_dimer; -1190 >10
derp21_dimers -1266 >10
derf21 dimer, -1252 >10
blot21_dimer; -1574 8,86
derp5_V62AV65A -1053 2.1
derp5_L69E -1063 1.8
derp5_V62AV65AL69E -930 2,1
derp5_L11AL93A -1167.0 >10
derp5_L11AL93AV62AV65A -1055.8 >10
derp5_all -869 >10
derf5_V62AV65A -1218 42
derf5_L69E -1169 2.9
derf5_V62AV65AL69E -1039 3.1
derf5_ L11AL93A -1250.6 4,71
derf5_L11L93V62AV65A -1238.6 2,92
blot5_A62VA65V -1266 >10
blot5_E69L -1289 >10
blot5_A62VA65VE6IL -1401 >10
blot5_all -1090 >10
blot5_dimer, all -1057 4.0
blot21_S62VY65V -1552.7 8,67
blot21_S62VY65VEG6IL -1494.7 >10
blot21 all -1148,8 >10
blot21_T11LV62AV65A -1444.7 >10
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La structure prédite des diméres présentant les plus petits scores ClusPro de Suim 5, Lep d 5,
Blo t 5, Der p 21, Der f 21 et de Blo t 21 semble différente de celle de Der p 5 3MQ1_AB)
(figure n°22); le meilleur dimére de Der p 21 ressemble beaucoup plus a celui de Der f 21
avec un rmsd de 4,01 A. Le meilleur dimére de Sui m 5 est plus proche de celui de Lep d 5
avec un rmsd de 3,62 A, et le meilleur dimére prédit pour Blo t 5 présente une structure
totalement différente par rapport aux autres allergénes mais trés similaire a celle de Blo t 21
avec un rmsd de 3,83 A. En outre, parmi les solutions trouvées par ClusPro, nous avons
trouvé des modéles de diméres de Sui m 5, Lep d 5, Der p 21 et Blo t 21 similaires a la

structure expérimentale de Der p 5, mais leurs scores calculés par ClusPro sont plus élevés et

donc moins favorables du point de vue énergétique (voir tableau A4, annexe II).

Figure n°22: Structures du dimére de Der p 5 (3MQ1_AB) et des modeles de dimeéres
prédites par ClusPro des allergénes des familles 5 et 21 étudiés. (a) Superposition de la
structure dimérique de Der p 5 3MQ1_AB (en rouge) et le modéle de dimére prédit de Der f 5
(en orange). (b) Superposition de structures entre les dimeres prédit de Sui m 5 (vert) et de
Lep d 5 (bleue). (c) Superposition de structures entre les dimeres prédit de Der f 21 (jaune) et
de Der p 21 (cyan). (d) Superposition de structures entre les dimeres prédit de Blo t 5

(magenta) et de Blo t 21 (saumon).
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Mueller et al. (2010a) ont discuté 1'origine possible de la différence dans la propension de
dimérisation entre Der p 5 et Blo t 5. Selon ces auteurs, la région de séquence GVRGV
(numérotation de 'alignement 61-65) dans Der p 5 semble étre importante dans la stabilité par
la création des interactions de type valine zipper a l'interface des chaines A et B de Der p 5.
En effet, les deux valines V62 et V65 de la chaine A sont impliqués dans des contacts
hydrophobes avec les V65 et la V62 de la chaine B, respectivement. Ces valines sont
remplacés par des alanines dans Blo t 5, ce qui, par conséquent, devrait réduire la surface
hydrophobe entre les deux chaines et pourrait expliquer le fait que Blo t 5 reste sous forme
monomérique. Ces résidus valines (V62 et V65) sont également remplacés par une sérine et

une tyrosine, respectivement, dans Blo t 21.

Par ailleurs, le meilleur modele de dimére de Der f5 (derf5 dimers) est similaire a la structure
du dimére de Der p 5. Ceci est en accord avec la grande identité de séquence entre les deux
protéines, et avec la conservation des résidus impliqués dans les interactions a l'interface
(tableaux n°10 et 12). En outre, la partie de séquence GVRGV (numérotation de I'alignement

61-65) dans Der p 5 est conservée uniquement dans Der f 5.

La différence de la nature des résidus en position 69 dans l'alignement pourrait également
expliquer la différence entre Der p 5, Der £ 5, Blot 5 et Blo t 21 (figure n°19). Dans Der p 5
et Der f 5, cette position est occupée par une leucine impliquée dans des contacts
hydrophobes. Par contre dans Blo t 5 et Blo t 21 on trouve un glutamate (chargé

négativement).

Pour tester si les positions 62, 65 et 69 (selon la numérotation de I'alignement de séquences)
jouent un réle important dans la structure dimérique de Der p 5, nous avons muté les
séquences des modeles de monomeres de Blo t 5, Blo t 21, Der p 5 et Der f 5 et nous les
avons soumis a ClusPro. Plus précisément, nous avons choisi les monomeéres qui ont conduit a
la  meilleure structure de dimére (3MQ1 A, derfS monomers [3MQIl_A],
blot5 monomers[3MQ1_A] et blot21 monomer;[3MQ1_A]), introduit dans Der p 5 et dans
Der f 5 les résidus qui se trouvent dans Blo t 5, et vice versa, et nous avons soumis ces
structures mutées a ClusPro. Nous avons testé les mutations suivantes: V62A-V65A, L69E et
V62A-V65A-L69E dans Der p 5 et dans Der f 5 (derp5_V62AV65A, derfS V62AV65A,
derp5S_L69E, derf5 L69E, derp5 V62AV65AL69E, derf5 V62AV65AL69E,
respectivement), et les mutations A62V-A65V, E69L et A62V-A65V-E69L dans Blo t 5
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(blot5 A62VA65V, blot5 E69L, blot5 A62VA65VE6IL). Nous avons également introduit
les mutations S62V-Y65V et S62V-Y65V-E69L dans Blo t 21 (blot21 _S62VY65V,
blot21 S62VY65VE69L) afin d'évaluer l'importance de ces résidus dans le mode de

dimérisation de cet allergene.

De plus, nous avons identifié¢ toutes les positions qui sont impliquées dans les interactions a
l'interface du dimére de Der p 5 (figure n°21) et nous avons introduit dans Blo t 5 et dans
Blo t 21 les résidus qui se trouvent dans Der p 5. Les mutants ainsi créés ont été nommés
"blot5 all" et "blot21 all", respectivement. Nous avons également introduit dans Der p 5 (au
niveau de ces résidus d'interface) les résidus qui se trouvent dans Blo t 5; la structure ainsi
mutée a ét¢ nommée "derp5 all". Plus précisement, nous avons réalisé les mutations
suivantes:

- dans blot5_all: 112M-Q14R-A15I-N16H-A18Q-E20K-L27F-E35H-R50A-V54T-V55I-
A62V-A65V-E69L-N76D-Y83L-E85M-L&9S.

- dans blot21 all: I11L-VI2M-T14R-A151-T16H-R18Q-F191-H20K-122G-L.27F-H28Y -
129L-D35H-R47K-R50A-T53D-V54T-S551-F58M-S62V-Y65V-F66L-E69L-F83L-A85M-
T89S-L92I-L100E.

- dans derp5_all: MI2I-R14Q-115A-H16N-Q18A-K20E-F27L-H35E-A5S0R-T54V-155V-
V62A-V65A-L69E-D76N-L83Y-M85E-S89L.

Les résultats trouvés sont présentés dans le tableau n°13. Les mutations V62A, V65A et L69E
dans Der p 5 et dans Der f 5 ont conduit a la formation d'un dimeére qui est toujours proche de
la structure expérimentale de Der p 5: le rmsd entre le dimére prédit et la structure 3MQ1_AB
est inférieur ou égal a 3.1A. Toutefois, l'augmentation des scores ClusPro suggére que ces
diméres sont moins stables. Donc, ces positions 62, 65 et 69 semblent jouer un réle dans la
stabilité du dimére, mais, selon nos simulations, leur mutation ne serait pas suffisante pour
empécher la formation du dimére. La mutation des résidus d'interface de Der p 5 avec leurs
correspondant dans Blo t 5 (derp5_all) n'a pas donné une structure dimérique de Der p 5

similaire a sa structure native (3MQ1_AB), avec une valeur de score ClusPro plus élevée.

Les mutations effectuées au niveau de la séquence de Blo t 5 (A62V, A65V et E69L) et de
Blo t 21 (S62V, Y65V et E69L) ne favorisent pas la formation d'une structure dimérique
similaire a celle de Der p 5, le rmsd calculé entre ces structures mutées et le dimére de Der p 5

(3MQ1_AB) reste supérieur a 10 A (tableau n°13). Blot5_all et blot21 all contiennent tous
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les résidus qui sont impliqués dans les interactions a l'interface de Der p 5. Nous étions surpris
de constater que la structure des diméres obtenus avec blot5 all et blot21 all soient
différentes de celle de Der p 5 (rmsd trés grand) (tableau n°13). L'analyse des structures des
modéles de monomeéres de Blo t 5 a révélé que I'hélice Nyyminae €St moins coudée dans la
structure nommée blot5 monomers[3MQ1_A] (figure n°23), ce qui entrave la formation d'un
dimere enchevétré comme celui de Der p 5. L'hélice est plus coudée dans la structure

blot5_monomer;[3MQ1_A] (figure n°23, et tableau A3 en annexe II).

&
> )

Figure n°23: Représentation de 1'hélice Nyemingte coudée aprés superposition de la structure
expérimentale de Der p 5 (3MQI1_A) en rouge avec les structures prédites de Blo t 5:
blot5_monomers[3MQ1_A] en magenta et blot5_monomer,[3MQ1_A] en jaune.

Nous avons donc introduit toutes les mutations mentionnées ci-dessus (112M-Q14R-A15I-
N16H-H17E-A18Q-E20K-H24L-E35H-R50A-V54T-V551-A62V-A65V-E69L-N76D-Y 83L-
E85M-L89S) dans cette structure (blot5 monomer,[3MQ1_A]), et nous l'avons soumise a
ClusPro. La meilleure structure de dimeére (blot5 dimer2_all) trouvée présente un rmsd de 4,0
A avec la structure expérimentale Der p 5 (tableau n°13). Il est donc nécessaire de muter un
grand nombre de positions de séquence pour induire chez Blo t 5 la formation d'une structure

de dimeére similaire a celle de Der p 5.
D'autre part, l'analyse de la structure de Der p 5 nous a montré la présence de contacts

hydrophobes entre les leucines en positions 11 et 93 de notre alignement de séquence. Ces

derniers pourraient jouer un role également dans la stabilit¢ du dimére de Der p 5 en formant
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des interactions de type leucine-zipper. Des études préalables sur d'autres protéines ont
montré que la mutation de ce genre de contact qui se trouvent a I'extrémité Cpminge de la
protéine conduit a l'abolissement de 1'homodimérisation de cette derni¢re (Kim et al., 2001).
Ce qui est intéressant est que la mutation de ces résidus leucines dans la structure 3SMQ1_A de
Der p 5 a conduit a I'obtention par ClusPro d'un homodimeére qui est différent de 3MQ1_AB
(tableau n°13). La mutation des résidus de contacts hydrophobes L11, L93, V62 et V65 de
Der p 5 en alanine a empéché la formation de la structure enchevétrée de cet allergéne. Ce
résultat montre réellement l'importance de ces résidus d'interface dans Der p 5. Cependant,
méme si ces résidus sont tous conservé dans Der f 5, leur mutation n'était pas suffisante pour

inhiber la formation d'un dimére similaire a celui de 3MQ1_AB de Der p 5.
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I11. 4 Conclusions

Le processus de dimérisation est 1'une des caractéristiques majeures de I'activité biologique
des allergénes (Scholl et al., 2005), soit par sa contribution a la réticulation des IgE sur les
mastocytes et les basophiles ou par la création des cavités qui permettent la fixation des

ligands et l'activation du le systéme immunitaire.

Parmi les allergénes des familles 5 et 21, seules les structure de Blo t 5, Blo t 21 et Der p 5 ont
été déterminées expérimentalement (Naik et al., 2008, Tan et al., 2012; Mueller et al., 2010a).
Les structures de Blo t 5 et de Blo t 21 (codes PDB 2JMH et 2LM9, respectivement) sont sous
formes de monomeres tandis que celle de Der p 5 a été trouvée comme étant un homodimere
(deux monomeres enchevétrés grace a leurs hélices Nyminae coudées), formant une cavité

hydrophobe au centre de la molécule (chaines A et B du fichier PDB 3MQ1).

Dans cette étude, nous avons utilis¢ des approches de modélisation moléculaire pour analyser
la possibilité que d'autres allergenes d'acariens des familles 5 et 21 (Der £5, Sui 5m, Lepd 5,
Der p 21 et Der f 21) puissent adopter une structure de dimere similaire a Der p 5, avec une

grande cavité hydrophobe.

La modé¢lisation de la structure monomérique des allergenes étudiés avec comme patrons la
structure de la chaine A de Der p 5 (hélice Nyeminate coudée), de Blo t 21 (hélice Niyminate
légérement coudée) et de Blo t 5 (hélice Nyerminae droite) suggére que Der f 5 a une préférence
pour la structure avec une hélice coudée, tandis que la conclusion est moins claire pour les

autres allergénes.

Les monomeéres modélisés avec une hélice Nyminare coudée ont été soumis au programme
ClusPro en vue de prédire la structure du dimere de ces allergénes. Ce type de programme est
incapable de prédire si une protéine formera ou pas un dimeére in vitro, mais il nous a permis
d'évaluer si la structure de 1'éventuel dimére prédit avec le meilleur score ClusPro pourrait
étre similaire a celle de Der p 5. Les résultats trouvés montrent que seul Der f 5 peut former

un dimére comme celui de Der p 5, avec une cavité hydrophobe d'environ 2000 A*.
Mueller et al. (2010a) ont suggéré que les différences entre Blo t 5 et Der p 5 en positions de

séquences 62 et 65 (selon la numérotation de 1'alignement de séquences) pourrait expliquer le

fait que Blo t 5 soit un monomére et Der p 5 un dimeére. L'alignement de séquences révéele que
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la position 69 pourrait également participer a la différence entre les séquences de ces deux
protéines: une leucine est présente dans Der p 5 et un glutamate est trouvé dans Blo t 5 et dans
Blo t 21. En outre, ces trois positions (V62, V65 et L69) de séquence sont conservées
uniquement entre Der p 5 et Der £ 5. La mutation de ces trois résidus dans Der p 5 avec leurs
correspondants dans Blo t 5 suggére que ces résidus pourraient jouer un role dans la stabilité
du dimeére. Mais ces mutations ne sont pas suffisantes pour éviter la formation de la structure
du dimeére de Der p 5 et promouvoir sa formation pour Blo t 5 ou pour Blo t 21. Cependant,
d'apres I'analyse de la structure de Der p 5, nous pouvons suggérer I'importance des résidus
leucines en positions 11 et 93 (de notre alignement de séquence) dans la stabilité et la
formation du dimére enchevétré de cet allergéne. La mutation de ces deux résidus a permis
I'abolissement de la formation de la structure native de Der p 5. Ceci montre 1'importance de
ces interactions hydrophobes de type leucine-zipper, a coté des valines-zipper, dans la

structure de dimere de Der p 5.

Nous avons également identifié les positions de séquences qui sont impliquées dans les
interactions a l'interface du dimére de Der p 5 et nous avons analysé leur conservation dans
Blo t 5, Blo t 21 et dans Der f 5. Ce qui est intéressant, est que la mutation de Blo t 5 en les
résidus d'interface de Der p 5 peut conduire a une structure de dimeére enchevétrée avec une
cavité de 1585 A°. Ceci dit, ce résultat suggére qu'il est nécessaire de muter un grand nombre

de résidus pour favoriser la formation d'une structure enchevétrée du dimere de Blo t 5.
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Ce sujet de these se place dans la thématique générale de l'allergie aux acariens, en particulier
des allergies dues aux especes Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides farinae
et Blomia tropicalis. A 1'heure actuelle, plusieurs allergénes d'acariens ont été isolés. Ils sont
caractérisés par (1) leurs épitopes (déterminants antigéniques) qui représentent leur site de
reconnaissance et de liaison avec les anticorps spécifiques de type IgE et (2) par leur fonction

qui contribue activement a l'aggravation des symptomes de l'allergie.

L'objectif de cette thése a consisté en l'utilisation d'approches bioinformatiques afin d'étudier
la structure et la fonction des allergénes des familles 5 et 21, en particulier les allergénes
Der p 5 et Der p 21 de Dermatophagoides pteronyssinus Der f 5 et Der f 21 de
Dermatophagoides farinae, Blo t 5 et Blo t 21 de Blomia tropicalis, Sui m 5 de Suidasia
medanensis et Lep d 5 de Lepidoglyphus destructor. Le choix de ces allergénes résulte des
faits suivants: (i) ils ont été identifiés comme jouant un role important et déterminant dans
l'allergie aux acariens, (ii) trés peu de choses sont connues a propos de leurs structures 3D,
leur réactivité croisée et leur fonction biologique, et (iii) la petite taille de ces protéines en fait

des bons candidats a la modélisation in silico.

Parmi ces allergenes des familles 5 et 21, seules les structures de Blo t 5 (code PDB 2JMH,
Naik et al., 2008), de Blo t 21 (code PDB 2LM9, Tan et a/., 2012) et de Der p 5 (code PDB
3MQI, Mueller et al., 2010) ont été résolues soit par RMN ou par cristallographie aux rayons-
X. En outre, peu d'études ont été faites sur la détermination de leurs épitopes et de leur
réactivité croisée. Au sein de ces deux familles, seulement deux sites antigéniques dans
Blo t 5 (Naik et al., 2008; Chan et al., 2008) et un seul dans Blo t 21 sont connus. Les
épitopes sont des régions peptidiques en surface des antigénes qui se fixent spécifiquement
aux anticorps de type IgE et sont donc responsables de I'immunoréactivité et de 'activation de
la réponse immunitaire humorale contre ces allergénes. La conservation de ces régions
antigéniques dans différents allergénes est la raison pour laquelle ces derniers pourraient
présenter une réactivité croisée entre eux. La recherche de ces sites antigéniques est donc
primordiale afin de comprendre I'allergénicité de ces antigénes et permettre la conception
rationnelle des variants hypoallergéniques utilisés comme des produits de désensibilisation en

immunothérapie spécifique.

Certains allergénes présentent des activités et des fonctions biologiques qui pourraient

aggraver la réponse immunitaire et les symptomes de l'allergie. C'est le cas de l'activité
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protéase des allergénes majeurs d'acariens des familles 1, 3 et 9 et le transport des ligands
hydrophobes par les allergénes de famille 2 (Der p 2 et Der f 2). Une autre particularité de
certains allergénes est leur phénomene de dimérisation qui pourrait contribuer a la réticulation
des IgE (Scholl et al., 2005) ou créer des cavités et permettre ainsi le transport des ligands. La
compréhension de la fonction biologique et les propriétés d'un allergéne passe donc par

I'étude de sa structure tridimensionnelle (3D).

Deux objectifs ont été tracés dans notre étude. Dans le premier objectif, nous avons cherché a
caractériser les épitopes de Der p 5. Nous avons plus particulierement analysé les épitopes
déterminés expérimentalement de Blo t 5 et de Blo t 21 avec leur correspondants dans les
allergénes étudiés et nous avons pu suggérer que la faible réactivité croisée trouvées entre ces
allergénes de familles 5 et 21 pourrait étre due en partie a la conservation de la région épitope
située dans la deuxieme boucle et I'hélice Cierminaie (appelé épitope-1 dans notre deuxiéme

chapitre).

La majorité des épitopes sont conformationnels (Pomés, 2010; El-Manzalawy et Honavar,
2010), donc dépendants de la structure 3D des allergenes. La résolution de la structure 3D de
Der p 5 facilite donc la discussion et la recherche de ses sites antigéniques, par la
comparaison des résidus épitopes déterminés expérimentalement dans Blo t 5 et dans Blo t 21,
et surtout par la prédiction de ses é€pitopes par l'utilisation d'un programme qui prend en

compte les conformations et les propriétés structurales des épitopes.

Sur la base de ses performances, le programme "SEPPA" a été utilisé dans notre travail pour
la prédiction des épitopes B de Der p 5. Dans un premier temps, SEPPA nous a permis de
définir quatre régions antigéniques pour Der p 5: L11-H16 (épitope-Nt), H35-D46 (épitope-I),
L69-E84 (épitope-1I) et K106-V110 (épitope-Ct) (selon la numérotation dans notre
alignement de séquences multiple entre les allergénes des familles 5 et 21). Par la suite, des
résidus appartenant a ces régions et qui pourraient jouer un réle crucial dans la fixation aux
IgE ont été choisis selon nos criteres de sélection (nature des acides aminés et leur
accessibilité au solvant) pour la validation expérimentale dans le laboratoire du Centre
d'Ingénierie des Protéines a Liége (Belgique). En outre, l'impact sur la stabilité
thermodynamique de la mutation de ces résidus en alanine a été évalué par le programme
PoPMuSiC. Les résultats suggérent que l'alanine ne déstabilise pas de maniére importante la

structure de Der p 5 lorsqu'elle est introduite a ces positions. Les protéines mutées ont été
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exprimées par nos collaborateurs et leur réponse allergique sera ensuite évaluée

expérimentalement (cette étape est encore en cours de validation).

L'importance de la prédiction des épitopes B de Der p 5 s'inscrit dans la voie de recherche des
hypoallergénes. L'objectif est de réaliser la synthése de nouvelles molécules (appelées
hypoallergénes) qui conservent la possibilit¢ d’agir sur les lymphocytes T mais qui ne
peuvent pas se lier aux IgE. Ce travail contribue donc a I'é¢tude du mécanisme de
l'allergénicité de l'allergéne Der p 5 et pourrait aboutir a la conception de ses variants

hypoallergéniques pour I'immunothérapie.

Le deuxiéme objectif de la thése s'est porté sur 1'étude de la structure 3D des allergenes des
familles 5 et 21 (Der p 5, Der £5, Suim 5, Lep d 5, Der p 21, Der £ 21, Blo t 5 et Blo t 21).
Seules les structures de Blo t 5, Blo t 21 et de Der p 5 ont été déterminées expérimentalement.
Cependant, les structures 3D de Blo t 5 et de Blo t 21 sont sous forme de monomeéres tandis
que celle de Der p 5 a été trouvée comme étant un homodimére formant une cavité
hydrophobe au centre de la molécule. La comparaison entre ces structures montre une
différence au niveau de la flexibilité de leur hélice Nyeyminate qui est coudée dans Der p 5 lui
permettant ainsi la formation de son dimére avec les deux chaines enchevétrées et la création
d'une grande cavité¢ hydrophobe au centre de la molécule. Notre travail a été tracé dans le but
d'étudier in silico la propension de dimérisation de ces allergenes des familles 5 et 21 (Der 5,
Suim 5, Lep d 5, Der p 21, Der £ 21, Blo t 5 et Blo t 21) a adopter des diméres semblables a
celui de Der p 5.

D'aprées nos résultats, seuls Der p 5 et Der f 5 pourraient présenter une structure de dimere
similaire, avec la formation d'une grande cavité pouvant fixer des ligands hydrophobes. Selon
nos simulations, les autres allergénes étudiés Blo t 5, Sui 5 m, Lep d 5, Der p 21 et Der f 21 ne

présentent pas une telle propension.

Par ailleurs, nous avons également identifi¢ des mutations qui pourraient déstabiliser ou
entraver la dimérisation de Der p 5 et probablement de Der f 5. En effet, 'oligomérisation de
Der p 5 est dépendante de la concentration (Mueller et al., 2010a), donc des mutations qui
diminuent la stabilit¢ du dimere devraient augmenter la concentration nécessaire pour
observer ces dimeres. Par conséquent, la caractérisation des mutations proposées par notre

étude (au niveau des résidus de l'interface du dimére de Der p 5) pourrait aider a comprendre
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si la formation d'une cavité hydrophobe par la dimérisation de Der p 5 joue un réle important

dans l'induction d'une réaction allergique, et si Der f 5 présente cette particularité.

En outre, il serait surprenant que le mécanisme de l'induction de la réponse immunitaire
contre ces allergenes des familles 5 et 21 soit différent. D'aprés nos simulations, seul Der f 5
pourrait former un dimeére similaire a celui de Der p 5. Par conséquent, nous ne pensons pas
que le processus de dimérisation de Der p 5 et peut-€tre de Der f 5 soit impliqué par lui-méme
dans l'induction de la réponse allergique. Toutefois, l'ouverture de la structure par la
formation d'un coude dans I'hélice Nyeyminate, méme si ce changement de conformation est
transitoire, pourrait provoquer l'exposition de certains acides aminés hydrophobes et donc la
liaison des ligands hydrophobes et induire la réponse allergique. La particularité de Der p 5 et
probablement de Der f 5 serait que la structure du monomere avec 1'hélice Nieminate coudée

pourrait étre stabilisée par sa dimérisation.

Par ailleurs, I’existence de structures communes entre ces allergénes pourrait non seulement
contribuer a la compréhension de leurs propriétés mais surtout permettre de caractériser des
épitopes communs et montrer 1I’implication de la réactivité croisée, notamment entre Der p 5

et Der f 5 dans une part importante de 1’allergénicité des acariens de poussiéres de maisons.

La particularit¢ de fixation des ligands dans des cavités hydrophobes est partagée avec
d'autres allergénes d'acariens. Les exemples les plus étudiés sont les allergénes d’acarien de
la famille 2 (Der p 2 et Der f 2). Ces derniers présentent une similarité structurale avec la
protéine MD2, qui joue un role dans la reconnaissance des LPS et dans leur présentation aux
récepteurs TLR4, ce qui déclenche la réponse immunitaire innée. Par ailleurs, la résonance
magnétique nucléaire et les dosages biochimiques ont indiqué que Der p 7 (I’allergéne de
famille 7 de Dermatophagoides pteronyssinus) présente une cavité hydrophobe, ne lie pas les
LPS, mais lie avec une faible affinité le lipopeptide polymyxine B d’origine bactérienne
(Bacillus polymixa) (Mueller et al., 2010b). De plus, Valerio et al. (2005) ont séquencé, a
partir des extraits d’acariens, des génes d’ARN 16S de certaines bactéries Gram négatives
(certaines especes de Bartonella, Escherichia coli, certaines espéces de Pseudomonas et de
Acinetobacter) qui se trouvent étre la source des endotoxines trouvées en complexe avec les

allergénes des acariens et qui aggravent I’allergie.
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Tous ces résultats suscitent de nouvelles interrogations, et ouvrent donc la voie a des études

futures dans le volet bioinformatique et/ou expérimental.

Une perspective intéressante et prometteuse sera le criblage des ligands hydrophobes et
I'étude de leur liaison dans la cavit¢ de Der p 5 en utilisant des programmes d'amarrage
protéine-ligands. Cette étude permettra la compréhension de la fonction biologique de ces
allergénes et le mécanisme par lequel ils pourraient déclencher et/ou exacerber la réponse
immunitaire. Nous pourrons également envisager de faire une étude de la dynamique
moléculaire de la flexibilité des I'hélice Nyerminaie de Der p 5 et de Der £ 5 qui pourrait apporter
plus de lumicre quant au mécanisme de dimérisation de Der p 5 et probablement de Der f 5.
Les hypothéses émises par ces approches in silico pourront ensuite étre testées

expérimentalement.

Enfin, il serait également nécessaire de caractériser la structure et les épitopes de Der f 5. Les
résultats de ces études pourraient éclairer nos connaissances quant a la réactivité croisée entre
ces deux allergénes et aider a la conception rationnelle des vaccins hypoallergéniques pour

lI'immunothérapie spécifique contre ces allergenes.

Par ailleurs, tous les résultats obtenus dans cette thése ont fait l'objet de plusieurs
communications nationales et internationales (liste en annexe III), d'un article publié dans le
Journal of Biomolecular Structure and Dynamics (avec un facteur d'impact de 4,9) (annexe
IIT) et un prix m'a été décerné lors du S¢me Congres de Médecine et de Chirurgie a Tlemcen

(Algérie).
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Annexe I: Scripts pour la modélisation comparative et la minimisation
d'énergie des modeles

Fichiers utilisés pour la modélisation de la structure de Der f 5 (exemple) sur la base de la
structure expérimentale de Der p 5 par le programme MODELLER:

Le fichier d'entrée 'Derf5.ali’

>P1;Derf5

sequence:Derf5: :: :::0.00:0.00
CVSGEPKKHDYQNEFDFLLMQRIHEQMRKGEEALLHLQHQINTFEENPTKEMKEQILGEMDTIIALIDGVRGV
LNRLMKRTDLDIFERYNVEIALKSNEILERDLKKEEQRVKKIEV*

Le fichier de commande 'align2d.py’

from modeller import *

env = environ()

aln = alignment(env)

mdl = model(env, file="3MQ1', model_segment=('"FIRST:A','LAST:A"))
aln.append_model(mdl, align_codes="3MQ1A’, atom_files="3MQ1.pdb")
aln.append(file='Derf5.ali’, align_codes="'Derf5")

aln.align2d()

aln.write(file="Derf5-Derp5.ali', alignment_format="PIR")
aln.write(file="Derf5-Derp5.pap’, alignment_format='PAP")

Le fichier de sortie 'Derf5-Derp5.ali’

>P1;3MQ1A
structureX:3MQ1.pdb: 32 :A:+101 :A:MOL_ID 1; MOLECULE MITE ALLERGEN DER P 5; CHAIN A, B,
C, D, E, F; FRAGMENT UNP RESIDUES 34-132; SYNONYM ALLERGEN DER P V, IGE-BINDING
ALLERGEN; ENGINEERED YES:MOL_ID 1; ORGANISM_SCIENTIFIC DERMATOPHAGOIDES
PTERONYSSINUS; ORGANISM_COMMON EUROPEAN HOUSE DUST MITE; ORGANISM_TAXID 6956;
GENE DERP5; EXPRESSION_SYSTEM ESCHERICHIA COLI; EXPRESSION_SYSTEM_TAXID 469008;
EXPRESSION_SYSTEM_STRAIN BL21(DE3)RIL; EXPRESSION_SYSTEM_VECTOR_TYPE PLASMID;
EXPRESSION_SYSTEM_PLASMID PGEX4T3(TEV): 2.00:-1.00

---------------- NSLMERIHEQIKKGELALFYLQEQINHFEEKPTKEMKDKIVAEMDTIIAMIDGVRGVLD
RLMQRKDLDIFEQYNLEMAKKSGDILERDLKKEEARVKKIEV*

>P1;Derf5

sequence:Derf5: :: :::0.00:0.00
CVSGEPKKHDYQNEFDFLLMQRIHEQMRKGEEALLHLQHQINTFEENPTKEMKEQILGEMDTIIALIDGVRGV
LNRLMKRTDLDIFERYNVEIALKSNEILERDLKKEEQRVKKIEV*

Le fichier de commande 'model-single.py’

from modeller import *
from modeller.automodel import *

env = environ()

a = automodel(env, alnfile="Derf5-Derp5.ali’,
knowns="3MQ1A’, sequence="'Derf5")
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Fichiers utilisés pour la minimisation d'énergies par Gromos des modeles de Der f 5
(exemple) générés par le programme MODELLER:

Le fichier de commande 'batch_pdb2gmx.csh’

pdb2gmx -f $1.pdb -0 $1.gro -p $1.top << EOF

2
EOF

grompp -f em_vide.mdp -c $1.gro -p $1.top -o $1_dp5.tpr
mdrun -s $1_dp5.tpr -0 $1_dp5.trr -c $1_dp5.gro -g sd.log -e $1_dp5.edr
g_energy -f $1_dp5.edr -o $1_dp5.xvg << EOF

Potential
EOF

editconf -f $1_dp5.gro -o $1_dp5.pdb

Le fichier d'entrée 'em_vide.mdp'

; LINES STARTING WITH ';' ARE COMMENTS

title

= Minimization of BPTI ()

; Title of run

; The following lines tell the program the standard locations where to find certain files
= /usr/bin/cpp ; Preprocessor

cpp
define =

; Parameters describing what to do, when to stop and what to save

; Algorithm (steep = steepest descent minimization)

; Stop minimization when the maximum force < 1800.0 k] /mol

; Maximum number of (minimization) steps to perform
; Write energies to disk every nstenergy steps
; Write coordinates to disk every nstxtcout steps

; Which coordinate group(s) to write to disk

; Which energy group(s) to write to disk

; Parameters describing how to find the neighbors of each atom and how to calculate the interactions

integrator = steep
emtol =500.0
emstep = 0.01
nsteps =200
nstenergy =10
nstxtcout =10
xtc_grps= Protein
energygrps = Protein
pbc =no

nstlist =5
ns_type =simple
rlist =1.0
coulombtype = cut-off
rcoulomb =1.0
rvdw =1.0
constraints =none
Tcoupl = no

Pcoupl = no

gen_vel = no

; Frequency to update the neighbor list and long range forces
; Method to determine neighbor list (simple, grid)

; Cut-off for making neighbor list (short range forces)

; Treatment of long range electrostatic interactions

; long range electrostatic cut-off

; long range Van der Waals cut-off

; Bond types to replace by constraints
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Annexe I1

Tableau Al: Score des modeles de monomeres calculées en utilisant 2JMH comme patron
(Blo t 5) et présentant une moyenne de z-score inférieure a -0,5. La plus basse énergie est en
gras.

score z-score <z-score>
Anolea Gromos Anolea Gromos
derf5S_monomer;[2JMH] -179.0 -9805.5 -1.06 -1.75 -1.40
derf5_monomer,[2JMH] -177.0 -8726.2 -1.01 -0.99 -1.00
derf5_monomer;[2JMH] -187.0 -8405.2 -1.22 -0.76 -0.99
derf5_monomer;[2JMH] -156.0 -9133.6 -0.59 -1.27 -0.93
derf5_monomers[2JMH] -184.0 -8051.5 -1.16 -0.51 -0.83
derf5_monomer[2JMH] -190.0 -7867.4 -1.28 -0.38 -0.83
derf5_monomer;[2JMH] -148.0 -8927.2 -0.43 -1.13 -0.78
derf5S_monomerg[2JMH] -181.0 -7718.4 -1.10 -0.27 -0.69
derf5_monomery[2JMH] -166.0 -7831.8 -0.79 -0.35 -0.57
derf5_monomer;o[2JMH] -165.0 -7812.4 -0.77 -0.34 -0.56
Moyenne -173.3 -8427.9
écart-type 13.9 701.4
score Z-score <z-score>
Anolea Gromos Anolea Gromos
suim5_monomer;[2JMH] -99.0 -9078.4 -1.21 -2.50 -1.86
suim5_monomer,[2JMH] -75.0 -8262.3 -0.74 -1.66 -1.20
suim5_monomer;[2JMH] -80.0 -8031.8 -0.84 -1.42 -1.13
suim5_monomery[2JMH] -66.0 -7921.9 -0.56 -1.31 -0.93
suim5_monomers[2JMH] -80.0 -7578.8 -0.84 -0.95 -0.89
suim5_monomerg[2JMH] -87.0 -7211.8 -0.98 -0.57 -0.77
suim5_monomer;[2JMH] -45.0 -7853.4 -0.15 -1.23 -0.69
suim5_monomerg[2JMH] -111.0 -6551.6 -1.45 0.11 -0.67
suim5_monomery[2JMH] -75.0 -7197.8 -0.74 -0.56 -0.65
suim5_monomer;o[2JMH] -75.0 -6932.5 -0.74 -0.28 -0.51
Moyenne -79.3 -7662.0
écart-type 19.8 730.1
score Z-score <z-score>
Anolea Gromos Anolea Gromos
lepd5_monomer;[2JMH] -231.0 -8320.8 -1.81 -1.67 -1.74
lepd5_monomer,[2JMH] -232.0 -7711.8 -1.83 -1.10 -1.46
lepd5_monomer;[2JMH] -211.0 -7832.9 -1.45 -1.21 -1.33
lepd5_monomery[2JMH] -166.0 -8254.4 -0.64 -1.60 -1.12
lepd5_monomers[2JMH] -229.0 -6897.4 -1.78 -0.33 -1.06
lepd5_monomers[2JMH] -161.0 -7682.9 -0.54 -1.07 -0.81
lepd5_monomer;[2JMH] -145.0 -7846.3 -0.25 -1.22 -0.74
lepd5_monomerg[2JMH] -147.0 -7741.2 -0.29 -1.12 -0.71
lepd5_monomer,[2JMH] -156.0 -7445.6 -0.45 -0.85 -0.65
Moyenne -186.4 -7748.1
écart-type 38.3 421.6
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score z-score <z-score>
Anolea Gromos Anolea Gromos

derp21_monomer,;[2JMH] -109.0 -8498.8 -1.79 -1.51 -1.65
derp21_monomer,[2JMH] -84.0 -8672.4 -1.36 -1.64 -1.50
derp21_monomer;[2JMH] -100.0 -7587.4 -1.64 -0.80 -1.22
derp21_monomer;[2JMH] -106.0 -7077.4 -1.74 -0.40 -1.07
derp21_monomers[2JMH] -15.0 -8963.9 -0.19 -1.87 -1.03
derp21_monomerg[2JMH] -78.0 -7367.3 -1.26 -0.63 -0.95
derp21_monomer;[2JMH] -15.0 -8209.1 -0.19 -1.28 -0.74
derp21_monomerg[2JMH] -66.0 -6967.3 -1.06 -0.32 -0.69
derp21_monomery[2JMH] -77.0 -6658.9 -1.25 -0.08 -0.66
Moyenne -72.2 -7778.1

écart-type 354 830.5

score Z-score <z-score>
Anolea Gromos Anolea Gromos

derf21 monomer,[2JMH] -173.0 -7297.1 -2.55 -2.17 -2.36
derf21 _monomer,[2JMH] -108.0 -6914.9 -1.34 -1.89 -1.62
derf21_monomer;[2JMH] -104.0 -5659.1 -1.27 -0.99 -1.13
derf21 _monomer,[2JMH] -115.0 -5063.0 -1.47 -0.56 -1.02
derf21 monomers[2JMH] -74.0 -6011.9 -0.71 -1.24 -0.98
derf21_monomers[2JMH] -95.0 -4901.1 -1.10 -0.45 -0.77
derf21 _monomer,[2JMH] -81.0 -5175.9 -0.84 -0.64 -0.74
derf21 _monomerg[2JMH] -58.0 -5304.3 -0.41 -0.74 -0.57
Moyenne -101.0 -5790.9

écart-type 34.7 889.2
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Tableau A2: Score des modeles de monomeres calculées en utilisant 2LM9 comme patron

(Blo t 21) et présentant une moyenne de z-score inférieure a -0,5. La plus basse énergie est en

gras.
score Z-score <z-score>
Anolea Gromos Anolea Gromos
derf5_monomer;[2LM9] -142,0 -6837,9 -1,0 -0,2 -0,6
derf5_monomer,[2LM9] -129,0 -7243,5 -0,5 -0,6 -0,6
derf5_monomer;[2LM9] -129,0 -7190,8 -0,5 -0,6 -0,5
derf5_monomer;[2LM9] -143,0 -8595,6 -1,0 -1,9 -1,5
derf5_monomers[2LM9] -139,0 -6776,7 -0,9 -0,2 -0,5
derfS_monomers[2LM9] -149,0 -6630,3 -1,3 0,0 -0,6
derf5S_monomer;[2LM9] -160,0 -6538,8 -1,7 0,1 -0,8
derf5_monomerg[2LM9] -131,0 -7179,0 -0,6 -0,6 -0,6
derf5_monomerg[2LM9] -124,0 -9360,6 -0,3 -2,7 -1,5
Moyenne -138.,4 -7372,6
écart-type 11,5 963,2
score Z-Score <z-score>
Anolea Gromos Anolea Gromos
suim5_monomer;[2LM9] -145,0 -7549,0 -0,7 -1,7 -1,2
suim5_monomer,[2LM9] -204,0 -6726,4 -2.9 -0,3 -1,6
suim5_monomer;[2LM9] -142,0 -6944.3 -0,6 -0,7 -0,6
suim5_monomery[2LM9] -149,0 -6921,4 -0,8 -0,6 -0,7
suim5_monomers[2LM9] -186,0 -7147,1 -2,2 -1,0 -1,6
suim5_monomerg[2LM9] -113,0 -7535,3 0,5 -1,6 -0,6
suim5_monomer;[2LM9] -158,0 -7311,7 -1,2 -1,3 -1,2
suim5_monomerg[2LM9] -145,0 -6846,0 -0,7 -0,5 -0,6
Moyenne -155,3 -7122,7
écart-type 28,1 314,9
score Z-score <z-score>
Anolea Gromos Anolea Gromos
lepd5_monomer;[2LM9] -186,0 -6083,5 -0,9 -1,2 -1,1
lepd5_monomer,[2LM9] -172,0 -5902,7 -0,6 -0,9 -0,8
lepd5_monomer;[2LM9] -185,0 -5865,4 -0,9 -0,9 -0,9
lepd5_monomer;[2LM9] -175,0 -6101,1 -0,7 -1,2 -1,0
lepd5_monomers[2LM9] -192,0 -5239,8 -1,1 0,1 -0,5
lepd5_monomerg[2LM9] -186,0 -5366,4 -0,9 -0,1 -0,5
lepd5_monomer;[2LM9] -147,0 -6939,3 0,0 -2,5 -1,3
Moyenne -177,6 -5928,3
écart-type 15,2 558,3
score Z-score <z-score>
Anolea Gromos Anolea Gromos
derp21_monomer;[2LM9] -152,0 -6397,9 -1,0 -0,8 -0,9
derp21_monomer,[2LM9] -150,0 -7023,7 -0,9 -1,3 -1,1
derp21_monomer;[2LM9] -141,0 -6109,0 -0,7 -0,5 -0,6
derp21_monomer,[2LM9] -138,0 -6062,0 -0,6 -0,5 -0,5
derp21_monomers[2LM9] -109,0 -6984,2 0,2 -1,3 -0,5
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derp21_monomers[2LM9] -149,0 -5715,5 -0,9 -0,2 -0,5
derp21_monomer;[2LM9] -182,0 -6433,7 -1,8 -0,8 -1,3
derp21_monomerg[2LM9] -148,0 -6039,5 -0,9 -0,4 -0,7
derp21_monomery[2LM9] -130,0 -8819,8 -0,4 -3,0 -1,7
Moyenne -144,3 -6620,6

écart-type 19,5 931,8

score Z-score <z-score>
Anolea Gromos Anolea Gromos

derf21 _monomer;[2LM9] -165,0 -5774,0 -1,1 -0,9 -1,0
derf21 _monomer,[2LM9] -148,0 -5859,1 -0,6 -0,9 -0,8
derf21 _monomer;[2LM9] -163,0 -7237,4 -1,0 2,2 -1,6
derf21 _monomer,[2LM9] -179,0 -4460,1 -1,4 0,3 -0,6
derf21 _monomers[2LM9] -176,0 -5755,9 -14 -0,9 -1,1
derf21_monomers[2LM9] -170,0 -5472,6 -1,2 -0,6 -0,9
derf21 _monomer,[2LM9] -138,0 -6098,9 -0,4 -1,2 -0,8
derf21 _monomerg[2LM9] -206,0 -6679,3 -2,2 -1,7 -1,9
Moyenne -168,1 -5917,1

écart-type 20,6 821,8
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Tableau A3: Score des modeles de monomeres calculées en utilisant 3MQ1_A comme patron
(chaine A du dimére de Der p 5) et présentant une moyenne de z-score inférieure a -0,5. La

plus basse énergie est en gras.

score Z-score <z-score>
Anolea Gromos Anolea Gromos
blot5_monomer;[3MQI1_A] -124.0 -9957.0 -0.04 -1.90 -0.97
blot5 monomer,[3MQI1_A] -111.0 -10256.0 0.31 -2.19 -0.94
blot5_monomer;[3MQ1_A] -148.0 -9681.1 -0.68 -1.63 -1.16
blot5_monomer,3MQ1_A] -235.0 -9258.7 -3.01 -1.23 -2.12
blot5 _monomers[3MQI1_A] -141.0 -8963.7 -0.49 -0.94 -0.72
blot5_monomers[3MQ1_A] -148.0 -8624.3 -0.68 -0.61 -0.65
blot5_monomer;[3MQ1_A] -170.0 -8605.7 -1.27 -0.59 -0.93
blot5_monomers[3MQ1_A] -162.0 -8161.5 -1.05 -0.16 -0.61
Moyenne -154.9 -9188.5
écart-type 37.5 731.0
score Z-score <z-score>
Gromos Anolea Gromos
derfS_monomer;[3MQ1_A] -181.0 -11283.3 -0.64 -2.38 -1.51
derf5_monomer,[3MQ1_A] -232.0 -10298.1 -2.20 -1.51 -1.85
derf5_monomer;[3MQ1_A] -220.0 -9263.2 -1.83 -0.59 -1.21
derfS_monomer,[3MQ1 _A] -203.0 -9191.7 -1.32 -0.52 -0.92
derf5S_monomers[3MQ1_A] -200.0 -10003.6 -1.22 -1.24 -1.23
Moyenne -207.2 -10008.0
écart-type 19.6 856.1
score Z-score <z-score>
Anolea Gromos Anolea Gromos
suim5_monomer;[3MQ1_A] -144.0 -8572.4 -0.89 -1.30 -1.09
suim5_monomer,[3MQ1_A] -151.0 -8609.9 -1.10 -1.33 -1.22
suim5_monomer;[3MQ1_A] -173.0 -6819.5 -1.76 0.28 -0.74
suim5_monomery[3MQ1_A] -186.0 -6363.7 -2.15 0.69 -0.73
suim5_monomers[3MQ1_A] -153.0 -8848.1 -1.16 -1.55 -1.35
suim5_monomers[3MQ1_A] -116.0 -9061.4 -0.04 -1.74 -0.89
suim5_monomer;[3MQ1_A] -140.0 -7978.3 -0.76 -0.77 -0.77
Moyenne -151.9 -8036.2
écart-type 22.7 1049.4
score z-score <z-score>
Anolea Gromos Anolea Gromos
lepd5_monomer;[3MQ1_A] -144.0 -7952.1 -1.12 -1.43 -1.27
lepd5_monomer,[3MQ1_A] -232.0 -8569.8 -2.52 -2.13 -2.33
lepd5_monomer;[3MQ1_A] -157.0 -7744.6 -0.18 -1.20 -0.69
lepd5_monomery[3MQ1_A] -181.0 -7679.7 -0.93 -1.12 -1.03
lepd5_monomers[3MQ1_A] -192.0 -6978.4 -1.27 -0.33 -0.80
lepd5_monomers[3MQ1_A] -217.0 -5789.8 -2.05 1.02 -0.52
Moyenne -194.3 -7452.4
écart-type 26.7 961.7

146




Annexes

score Z-score <z-score>
Anolea Gromos Anolea Gromos
derp21_monomer;[3MQ1_A] -181.0 -7847.3 -1.76 -0.79 -1.27
derp21_monomer,[3MQ1_A] -85.0 -8540.0 0.07 -1.43 -0.68
derp21_monomer;[3MQ1_A] -189.0 -8389.4 -1.91 -1.29 -1.60
derp21_monomer,3MQ1_A] -106.0 -7966.0 -0.33 -0.90 -0.61
derp21 _monomer;[3MQ1_A] -179.0 -8627.2 -1.72 -1.51 -1.62
derp21_monomerg[3MQ1_A] -144.0 -8385.2 -1.06 -1.28 -1.17
derp21_monomer;[3MQ1_A] -119.0 -7875.4 -0.58 -0.81 -0.69
derp21_monomers[3MQ1_A] -155.0 -6972.3 -1.26 0.03 -0.62
Moyenne -144.8 -8075.4
écart-type 38.3 539.3
score z-score <z-score>
Anolea Gromos Anolea Gromos
derf21 _monomer[3MQ1_A] -112.0 -6568.2 -0.66 -1.10 -0.88
derf21 _monomer,[3MQ1_A] -107.0 -7215.5 -0.52 -1.73 -1.13
derf21 _monomer;[3MQ1_A] -138.0 -6391.3 -1.35 -0.93 -1.14
derf21 _monomery[3MQ1_A] -188.0 -7193.0 -2.69 -1.71 -2.20
derf21_monomers[3MQ1_A] -102.0 -6661.1 -0.39 -1.19 -0.79
derf21 _monomerg[3MQ1_A] -154.0 -6863.0 -1.78 -1.39 -1.58
derf21_monomer;[3MQ1_A] -130.0 -6224.7 -1.14 -0.77 -0.96
Moyenne -133.0 -6731.0
écart-type 30.5 380.5
score Z-score <z-score>
Anolea Gromos Anolea Gromos
blot21 _monomer;[3MQ1_A] -197,0 -7087,3 -0,8 -1,0 -0,9
blot21_monomer,[3MQ1_A] -204,0 -7770,1 -1,1 -1,9 -1,5
blot21 _monomer;[3MQ1_A] -179,0 -7161,1 -0,2 -1,1 -0,7
blot21 monomers[3MQ1 _A] -226,0 -7748,4 -1,9 -1,9 -1,9
blot21 _monomers[3MQ1_A] -205,0 -6313,9 -1,1 -0,1 -0,6
blot21_monomers[3MQ1_A] -241,0 -5803,9 -2,4 0,6 -0,9
blot21 _monomer;[3MQ1_A] -196,0 -7210,2 -0,8 -1,2 -1,0
Moyenne -206,9 -7013,6
écart-type 20,6 722,4
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Tableau A4: Valeurs de la fonction de score de ClusPro des meilleurs modeles prédits de la
structure dimérique des allergénes en utilisant 3MQ1_A comme patron (le meilleur score est
en gras) et valeurs du rmsd obtenues aprés superpositions des modéles avec la structure

3MQl_AB

Fonction de score Rmsd (A)
de ClusPro
blot5_dimer;, -833 17,2
blot5_dimer, -998 8,0
blot5 dimer; -953 12,1
blot5_dimer, -882 14,1
blot5_dimers -944 12,4
blot5 dimers -1152 11,6
blot5_dimer; 914 20,2
blot5_dimerg -1032 11,7
Fonction de score Rmsd (A)
de ClusPro
blot21_dimer; -1539,9 2,46
blot21 dimer, -1228 11,95
blot21_dimer; -1276,4 2,28
blot21_dimer, -1102,5 8,39
blot21_dimers -1461,1 2,89
blot21 dimers -1473,4 12,62
blot21_dimer; -1574 8,86
Fonction de score Rmsd (A)
de ClusPro
derf5_dimer; -1290 12,1
derf5_dimer, -1187 12,2
derf5_dimer; -1112 10,8
derf5_dimer, -1186 12,4
derf5_dimers -1353 3,0
Fonction de score Rmsd (A)
de ClusPro
suim5_dimer; -920 11,9
suim5_dimer, -982 9.3
suim5_dimer; -1094 15,2
suim5_dimery -1168 18,0
suim5_dimers -1116 29
suim5_dimerg -1093 2.8
suim5_dimer, -1013 6,9
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Fonction de score Rmsd (A)
de ClusPro
lepd5_dimer; -1033 16,5
lepd5_dimer, -987 13,7
lepd5_dimer; -1190 14,8
lepd5_dimer, -1136 15,3
lepd5_dimers -1081 13,7
lepd5_dimers -1167 1,4
Fonction de score Rmsd (A)
de ClusPro
derp21_dimer, -1178 13,8
derp21_dimer, -1137 13,3
derp21_dimer; -1206 12,7
derp21 dimery -868 15,6
derp21_dimers -1068 3,7
derp21_dimers -1266 13,0
derp21_dimer, -1080 10,4
derp21 dimery -1108 13,2
Fonction de score Rmsd (A)
de ClusPro
derf21_dimer; -950 13,2
derf21 dimer, -1252 10,6
derf21_dimer; -1030 8,8
derf21_dimer, -1054 15,3
derf21 dimers -736 13,3
derf21 dimers -1133 11,3
derf21_dimer;, -874 11,0
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Annexe III: Liste de communications et de publications effectuées durant
ces années de thése

Communications orales
- Khemili S., Hamadouche T. et Gilis D. 13-18 décembre 2010. "Modeling of the 3D structure
of families 5 and 21 house dust mite allergens", EMBO Pratical Lecture course on

Bioinformatics and Comparative Genome Analysis, Institut Pasteur Tunis, Tunisie.

Communications affichées (Posters)
- Khemili S., Lahiani S., Kwasigroch J.M., Hamadouche T., Galleni M. and Gilis D. Octobre
2012. "Prediction of B cell epitopes of the house dust mite allergen Der p 5",

Immunoinformatics and Computational Immunology Workshop (ICIW2012), Orlando, Floride
(USA).

- Khemili S., Kwasigroch J.M., Hamadouche T. et Gilis D. Septembre 2012. "Etude in silico de
la structure 3D des allergénes majeurs d’acariens de poussiere de maisons des familles 5 et 21:
perspectives pour la conception de vaccins hypoallergéniques", S5éme Congrés de Médecine et
de Chirurgie, Tlemcen, Algérie.

- Khemili S., Kwasigroch J.M., Hamadouche T. et Gilis D. Mai 2012. "In silico dimerization
propensity study of house dust mite allergens from families 5 and 21", Adjuvant2012 &
Allergen Vaccines 2012 INTERNATIONAL CONGRESS, Varadero, Cuba.

- Khemili S., T. Hamadouche et D. Gilis. Novembre 2010. "Modeling of the 3D structure of
families 5 and 21 house dust mite allergens", Communication affichée (Poster). LIX
Bioinformatics Colloquium 2010, Ecole Polytechnique de Paris, France.

- Khemili S., T. Hamadouche et D. Gilis. Octobre 2009. "Bioinformatic study of families 5 and
21 of house dust mite allergens", Journée Journée doctorale SFMBBM (Structure et Fonction
des Macromolécules Biologiques, Bioinformatique et Modélisation). Université de Namur,
Belgique.

- Khemili S., Akmouci S., Hamadouche T. et Gilis D. ""Mod¢lisation comparative d’un allergéne
majeur d’acarien (Der p 5)", Quatriemes Journées Nationales de Biologie 23-24 Mai 2009.

Universit¢ M’Hamed Bougara de Boumerdes, Algérie.

Article dans un journal international a comité de lecture

- Khemili S., Kwasigroch J.M., Hamadouche T. et Gilis D. (2012). Modelling and
bioinformatics analysis of the dimeric structure of house dust mite allergens from families 5
and 21: Der f 5 could dimerize as Der p 5. Journal of Biomolecular Structure & Dynamics.
Volume 29(4): 663-673.
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Abstract

Allergy represents an increasing thread to public health in both developed and emerging coun-
tries and the dust mites Dermatophagoides pteronyssinus (Der p), Blomia tropicalis (Blo t),
Dermatophagoides farinae (Der f), Lepidoglyphus destructor (Lep d) and Suidasia medan-
ensis (Sui m) strongly contribute to this problem. Their allergens are classified in several
families among which families 5 and 21 which are the subject of this work. Indeed, their
biological function as well as the mechanism or epitopes by which they are contributing
to the allergic response remain unknown and their tridimensional structures have not been
resolved experimentally except for Blo t 5 and Der p 5. Blo t 5 is a monomeric three helical
bundle, whereas Der p 5 shows a three helical bundle with a kinked N-terminal helix that
assembles in an entangled dimeric structure with a large hydrophobic cavity. This cavity
could be involved in the binding of hydrophobic ligands, which in turn could be responsible
for the shift of the immune response from tolerance to allergic inflammation. We used molec-
ular modelling approaches to bring out if other house dust mite allergens of families 5 and
21 (Derf5,Suim 5, Lepd 5, Der p 21 and Der f 21) could dimerize and form a large cavity
in the same way as Der p 5. Monomeric models were first performed with MODELLER using
the experimental structures of Der p 5 and Blo t 5 as templates. The ClusPro server processed
the selected monomers in order to assess their capacity to form dimeric structures with a
positive result for Der p 5 and Der f 5 only. The other allergens (Blot 5, Suim 5, Lep d 5, Der
p 21 and Der f 21) did not present such a propensity. Moreover, we identified mutations that
should destabilize and/or prevent the formation of the Der p 5 dimeric structure. The produc-
tion of these mutated proteins could help us to understand the role of the dimerization process
in the allergic response induced by Der p 5, and if Der p 5 and Der f 5 behave similarly.

Key words: House dust mite allergens; Families 5 and 21; Comparative modeling; Protein-
protein docking.

Introduction

House dust mites are an important source of allergens that cause asthma, eczema and
rhinitis. Mite species Dermatophagoides pteronyssinus (Der p) and Dermatophagoi-
des farinae (Der f) are found worldwide, whereas the Blomia tropicalis specie (Blo t)
is mainly found in tropical regions. Allergens from dust mites are quite diverse,
with more than 20 groups identified so far. The tridimensional (3D) structures of
some of these allergens, namely Der p 1 (1, 2), Der p 2 (3), Der p 5 (4), Der p 7 (5),
Der f 1 (6), Der f2 (7), Der f 13 (8), Blo t 5 (9, 10), have been solved by X-ray crys-
tallography or by nuclear magnetic resonance (NMR). These 3D structures should
provide a better understanding of the biological function of the corresponding pro-
teins and of their capacity to bind some hydrophobic ligand that could provoke
Th2-type immune response (11). Together with the identification of the epitopes
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that are responsible for the allergic response, 3D structures should help the design
of hypoallergens for specific immunotherapy.

Group 5 allergens have been isolated from several species: Der p 5 from Der-
matophagoides pteronyssinus, Blo t 5 from Blomia tropicalis, Der £ 5 from Der-
matophagoides farinae, Lep d 5 from Lepidoglyphus destructor, Ale o 5 from
Aleuroglyphus ovatus, Tyr p 5 from Tyrophagus putrescentitiae, Sui m 5 from Sui-
dasia medanensis and Gly d 5 from Glycyphagus domesticus. The sequences of
these allergens are highly analogous to those of the group 21 (Der p 21, Der f 21
and Blo t 21). However, few information regarding their biological function, their
potential cross-reactivity and their epitopes is available.

The 3D structure of the allergens from groups 5 and 21 have not yet been deter-
mined experimentally except for Blo t 5 (9, 10) and Der p 5 (4). The solution
structure of Blo t 5 (PDB code 2JMH) shows a flexible 17 residue amino terminus
followed by three similarly sized o-helices, which are packed into an antiparallel
bundle (9). The hydrophobic side chains are tightly packed and the exchange of
these interactions confers flexibility to the bundle. The X-ray structure of Der p 5
has recently been resolved (4) (PDB code 3MQI) and is a three helical bundle
similar to Blo t 5. Contrasting with Blo t 5 that is reported to be a monomer, the
crystallographic asymmetric unit of Der p 5 contains three dimers. Der p 5 pres-
ents a concentration-dependent oligomerization. The dimerization process creates
a large hydrophobic cavity that could be a ligand-binding pocket and that could be
involved in the allergic response. In the dimeric structure of Der p 5, the N-terminal
helix is kinked around the glycine at position 45 of the PDB (3MQ1); this glycine
appears to be important for the flexibility of the N-terminal helix. The kink in the
helix opens the structure of each monomer and leads to a dimer where both chains
are entangled. This glycine is also present in Blo t 5, but the molecule is mono-
meric in the crystal and possesses a straight N-terminal helix. According to Mueller
et al. (4), the sequence differences between Blo t 5 and Der p 5 at PDB positions 85
and 88 (PDB numbering of 3MQ1) might explain the fact that Der p 5 is mainly a
dimer and Blo t 5 a monomer. Residue Val 88 of one chain of Der p 5 interacts with
Val 85 of another chain, making a “valine zipper”. Both positions are occupied by
an Ala in Blo t 5 what should decrease the hydrophobic surface between the two
chains and could explain that Blo t 5 remains monomeric.

Der p 21 shares 31% sequence identity with Der p 5. Its 3D structure has not been
resolved, but has been studied by small angle X-ray scattering and circular dichro-
ism (12). The results of these experiments suggest an o.-helical secondary structure
and a dimeric structure with an elongated shape. Ab initio simulations propose a
dimeric structure that is different from Der p 5.

What is the dimerization propensity of allergens from families 5 and 21, what
is the structure of the possible dimers, does the dimerization process create an
hydrophobic cavity similar to that observed in Der p 5, ... are the questions we
adressed. Indeed, the hydrophobic cavity created in a Der p 5 dimeric-like struc-
ture could accommodate some hydrophobic ligands that could be responsible
for the shift of the immune response from tolerance to allergic inflammation.
We tackled this problem by bioinformatics approaches and molecular modelling
techniques. We focused this study on Blot 5, Der p 5, Der f 5, Suim 5, Lep d 5,
Der p 21 and Der f 21. The proteins chosen in group 5 present a Gly at position
45, except Lep d 5. Der p 21 and Der f 21 have a sequence identity larger than
30% with some members of group 5 and no glycine at position 45. For each
allergen, we generated a first set of monomeric models using the 3D structure of
Blo t 5 as template. These models present a three-helix bundle structure, with a
straight N-terminal helix. We computed a second set of monomeric models based
on the structure of one monomer of Der p 5. The N-terminal helix of these mod-
els is kinked. The latter models were then used to perform protein-protein dock-
ing simulations and to predict the potential dimeric structure of these allergens.



The structures of the dimers were analyzed and the potential mode of their for-
mation is discussed. We would like to stress that the softwares used to predict the
possible dimeric structures of these proteins do not indicate whether they would
actually form or not but instead whether their structure would be similar to that
of Der p 5 in that case.

Methods
Sequence Alignment

The sequences of the various allergens were obtained from the UniProtKB/Swis-
sProt protein knowledgebase (http://www.expasy.ch/sprot/). The entry codes used
are: 096870 for Blo t 5, P14004 for Der p 5, A8B8I1 for Der f 5, B2GM87 for Sui
m 5, Q9USP2 for Lep d 5, Q2L7CS5 for Der p 21 and AS8B8G7 for Der f 21. The
multiple sequence alignments were performed with the ClustalW program (http://
www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html) (13), with the default parameters. The
pairwise alignments were generated with Blast2seq (14), using the Blosum62 scor-
ing matrix. The sequence similarity corresponds to the percentage of amino acids
for which the alignment score is positive.

Comparative Modelling

MODELLER 9v4 (15) was used to build the 3D models of the allergens by compara-
tive modelling. The 3D structures of the templates were extracted from the PDB data-
base (16). A first set of models was computed for Der f 5, Suim 5, Lep d 5, Der p 21
and Der f 21, using the structure of Blo t 5 (PDB code 2JMH) as template. This
template presents a three-helix bundle conformation. A second set of models was
computed for Blo t 5, Der f 5, Suim 5, Lep d 5, Der p 21 and Der f 21, using the
chain A of the structure of Der p 5 (PDB code 3MQ1) as template. These models
present a kink in the N-terminal helix.

In this study, 30 runs for each protein and each template were carried out using
MODELLER standard parameters. The quality of our models was assessed by
two types of energy functions: a semi-empirical force field (Gromos) and a knowl-
edge-based energy function (Anolea). Steepest descent energy minimizations of
the 30 models of each allergen were performed using Gromacs3.3 (17) with the
GROMOS96 45a3 force field. The Anolea score (18) was also computed for each
model after energy minimization. Anolea is a knowledge-based energy function
that evaluates the non-local environment (NLE) of each heavy atom in the model.
The NLE is defined as the set of all heavy atoms within the distance of 7 A that
belong to amino acids farther than 11 residues along the sequence in the analyzed
polypeptide.

The Gromos and Anolea scores were transformed into z-scores (equation 1), for
normalization purpose.

5, (8)
o

(1]

z—score, =

where S, is the score of the i-th model computed with Anolea or Gromos, <S> is the
average of the scores of the 30 models, and ¢ is the standard deviation of the distri-
bution of the scores. For each model i, the average between the z-scores computed
with Anolea and Gromos, <z-score,>, was computed. We selected the models
presenting an average z-score lower than —0.5 for further protein-protein docking
simulations. The number of models that have been obtained with the chain A of
Der p 5 as template (3MQ1_A) and that have been carried is: 8 for Blo t 5 (blot5_
monomer, [3MQ1_A]), 5 for Der f 5 (derf5_monomer, ,[3MQ1_A]), 7 for Sui m
5 (suim5_monomer, ,[3MQ1_A]), 6 for Lep d 5 (lepd5_monomer, ,,[3MQ1_A]),
7 for Der f 21 (derf2I_monomer, ,[3MQI_A]) and 8 for Der p 2l
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(derp21_monomer, ,([3MQI1_A]). The number of models that have been obtained
with the Blo t 5 template (2JMH) and that have been carried is: 10 for Der f 5
(derf5_monomer, ,,,[2JMH]), 10 for Sui m 5 (suim5_monomer,_,,[2JMH]), 9 for
Lep d 5 (Iepd5_monomer,_,[2JMH]), 8 for Der f 21 (derf21_monomer,_,[2JMH])
and 9 for Der p 21 (derp21_monomer,_,[2JMH]).

Protein-Protein Docking Simulations

The ClusPro2.0 server (http://ClusPro.bu.edu/) (19), one of the top performers at
CAPRI (Critical Assessment of Predicted Interactions) round 13-19 (20), was used
to predict the possible dimeric structure of the different allergens. We submitted
to ClusPro all the models of the monomers obtained with the 3MQ1_A template
and selected during the comparative modelling stage (see previous section). ClusPro
selects the 1000 best scoring solutions and then clusters them according to root mean
square deviation (rmsd) considerations. Each cluster is characterized by its number
of members, the ClusPro score of the center of the cluster and the lowest ClusPro
score found in the cluster. We used the balanced ClusPro score (19). For each mono-
meric input, we kept the dimeric solution presenting the lowest ClusPro score.

We obtained the following structures: blot5_dimer, ,, derf5_dimer
dimer,_;, lepd5_dimer _, derf21_dimer,_, derp21_dimer
contain two monomers with kinked N-terminal helices.

|5 SuimS_
These structures

1-8°

Analysis of the Predicted Structure of the Dimers: Evaluation of the Root Mean
Square Deviation (rmsd)

To establish the structural similarity between two structures, U3BEST (21) was
used to superimpose all the C* atoms and to compute the total rmsd deviation
between the C%’s after superimposition.

Determination of the Interactions at the Interface of the Dimers

The Protein Interaction Calculator (PIC) (22) was used to detect the various inter-
actions at the interface of the dimers. Residues involved in hydrophobic contacts,
salt bridges and in hydrogen bonds were identified. The percentage of common
interactions of type i (hydrophobic contact, salt bridge or hydrogen bond) at the
interfaces of the dimers X and Y, P} ,, has been computed according to the follow-
ing equation:

. N!
P;(/Y = X,'/Y -100% [2]
Y

where N, is the number of common interactions of type i at the interfaces of the
dimers X and Y and N, is the number of interactions of type i at the interface of
the dimer Y.

Identification of Cavities

The Computed Atlas of Surface Topography of Proteins with structural and topo-
graphical mapping of functionally annotated residues “CASTp” (http://cast.engr.
uic.edu) (23) was used to identify the cavities that are present in a given structure.
Results and Discussion

Analysis of the Multiple Sequence Alignment

The sequences of the allergens we studied are largely identical and/or similar (see
Figure 1 and Table I): the identity is larger than 40%, except for the couples Der p 5/



Lep d 5, Der p 5/Der f 21, Der p 5/Der p 21, Der f 5/Der f 21 and Der f 5/Der p 21.
Note that Der p 5 and Der f 5 present a very high sequence identity and similarity.

The residues that interact at the interface between chains A and B of the experi-
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mental structure of Der p 5 have been identified with the PIC program (22) and Dust Mite Aller, gens
PDB numbering (3MQ1 34 40 45
Derp5 H DY Q@ N E F D F L L M E R I H E Q | K K G E L A
Blot5 D b F R N E F D H L L I E Q A N H A | E K G E H a
Derf5 H DY Q@ N E F D F L L M Q@Q R | H E Q M R K G E E A
Suim5 N D F R H E F D Y L L M K T A E HIN M E R G E A M
Lepd5 D b F R N E F D R L L I H M T E E Q F A K L E Q A
Der p 21 D E W R M A F D R L M M E E L E T K I D Q V E K G
Der f 21 D K W R N A F D R M L M E E F E E K | D Q | E H ¢
PDB numberlﬁ i:mmi 50 55 60 65 70
Derp5 L F Y L Q E Q@ | N H F E E K P T K E M K D K I V A
Blot5 L LY L Q@ H Q@ L b E L N E N K S K E L Q E K I 1 R
Derf5 L L H L Q@ H Q I N T F E E N P T K E M K E Q | L G
Suim5 L L A L T E Q@ | A H L E Q S K N K E E K E K I VvV R
Lepd5 L AAH L S H Q V T E L E K S K S K E L K A Q I L R
Der p 21 L L H L S E Q Y K E L E K T K S K E L K E Q@ I L R
Der f 21 L L M L S E Q Y K E L E K T K S K E L K E Q@ I L R
PDB numbering (3MQ1 75 80 85 90 95
Derp5 E MBBE T | | PSNME ' D GEA R c BVAIN D R B VM O BER K D L
Blot5 E L/D VvV V C/A M | E @8 o s L E R E L K/R T D L
Derf5 E MBS T | | /AN | b ViR 6 WV E N REMM KR T D L
Suim5 E L v |« 1+ AL | s 6 S H b V L E R E L K R T D L
Lepd5 E |I s | 66 L D F | D S A K G H F E R E L K R A D L
Der p 21 E L T | 6 E N F M K 6 A L K F F E M E A K R T D L
Der f 21 E L T | A E N Y L R G A L K F M Q@Q Q@ E A K R T D L
PDB numbering (3MQ1 100 105 110 115 120
Derp5 D | FREN Q@ Y NBBE E MPBAN K K S G DMIEE E R D L K K E
Blot5 N I L E R F N Y E E A Q T L S8 K I L L K D L K E T
Derf5 D I F E R Y N V E | A L K S N E I L E R D L K K E
Suim5 B« L E R Y NBEME s/A L K | 6 Al E V R D L K A A
Lepd5 N L A E K F NBEEE s A L S T ¢ AWML H K D L T A L
Der p 21 N M F E R Y N Y E F A L E S | K L L | K K L D E L
Der f 21 N M F E R Y N F E T A V 8 T | E I L V K D L A E L
PDB numbering (3MQ1 125 130
Derp 5 E A R V K K | E V - - - -
Blot5 E @Q K V K D I Q@ T Q@ - - -
Derf5 E Q R V K K | E V - - - -
Suim5 AT K V K A I E T K - - -
Lepd5 E A K V K A | N V H A - -
Der p 21 A K K V K A V N P D E
Der f 21 A K K V K A V K S8 D D - -

Figure 1: Multiple sequence alignment of the allergens studied. This alignment has been performed with ClustalW (13). The first row contains the residue num-
bering in the Der p 5 structure (3MQ1). The next row corresponds to the alignment numbering. We used the PIC program (22) to identify the residues that interact
at the interface of the Der p 5 dimer (chains A and B of 3MQ1). These residues are coloured in yellow in the Der p 5 row. The residues of chains A and B that
interact in 3MQI and that are conserved in the other allergens are in yellow, those for which the hydrophobic character, the acidic character or the polar character

is conserved are in green, pink and blue, respectively.

are presented with a yellow background on Figure 1 (Der p 5 row). The sequence
identities computed between Der p 5 and the other allergens for these residues are
given in Table II; they are larger that those obtained on the whole sequences, except
for Lep d 5. Interestingly the sequence similarity between Der p 5 and Der f 5 on
the interface residues is about 95% (see Table II).

Lep d 5, Der p 21 and Der f 21 do not contain a glycine residue at the alignment
position 22 (45 in the PDB numbering of Der p 5, see Figure 1) and show a low
sequence identity at the positions involved in the interface interactions in Der p 5
dimer. Since this glycine is suspected to play an important role in the formation of
a kink in the N-terminal helix, allowing an entangled dimeric structure (4), it sug-
gests that Lep d 5, Der p 21 and Der f 21 do not adopt a dimeric structure similar
to that of Der p 5.
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Table I
Sequence identity and similarity between the allergens studied.

Khemili et al. Blot5 Derp 5 Der f5 Suim 5 Lepd5 Der f 21 Der p 21

Blot5 / 44% (107) 47% (107) 53% (107) 48% (110) 44% (109) 44% (107)
Derp5 71% (107) / 77% (109) 51% (109) 37% (107) 33% (106) 30% (106)
Der f 5 74% (107)  90% (109) / 53% (109) 42% (107)  37% (106)  35% (106)
Suim 5 74% (107)  68% (109) 66% (109) / 46% (107)  43% (105) 41% (108)
Lepd5 64% (110) 59% (107) 61% (107) 64% (107) / 50% (109)  50% (107)
Der f 21 67% (109) 57% (106) 60% (106) 66% (107) 71% (109) / 74% (111)
Derp2l  64% (107) 55% (106) 59% (106) 63% (108) 69% (107) 87% (111) /

Table II
Sequence identity and similarity between Der p 5
and the other allergen, computed on the positions
involved in the interactions at the dimeric interface
of 3MQI_AB.

Identity (%) Similarity (%)

Blot5 58 70
Der f 5 79 95
Suim 5 58 70
Lepd5 33 50
Der f 21 41 58
Der p 21 33 58

The sequence identity and similarity between Der

p 5 and the other allergen have been computed on
the 24 positions involved in the interactions at the
dimeric interface of 3MQ1_AB (see Figure 1). The
software used to perform the alignments, the scoring
matrix and the threshold to evaluate the similarity
are given in Methods.

Sequence identity (upper triangle of the matrix) and similarity (lower triangle of the matrix) between
the allergens studied. The length of the alignment is given between parentheses. The software used to
perform the alignments, the scoring matrix used and the threshold to evaluate the similarity are given
in Methods.

According to Mueller et al. (4), the valines at positions 62 and 65 (alignment num-
bering; positions 85 and 88 in the PDB numbering of Der p 5, see Figure 1) play an
important role in the stability of the dimeric structure of Der p 5. Both valines are
conserved solely in Der f 5.

On the contrary to what we described for Lep d 5, Der f 21 and Der p 21, a first
analysis of the sequence alignment and of the sequence identity between Der p 5
and the other allergens suggest that Blo t 5, Der f 5 and Sui m 5 could adopt a
dimeric structure similar to Der p 5, with a large hydrophobic cavity between both
monomers, the most extensive sequence conservation being found between Der p 5
and Der f'5.

We then generated models of the monomeric structure of each allergen, and finally
models of their dimeric structures.

Comparative Modelling of the Structure of the Monomers

The 3D structure of Blo t 5 (PDB code 2JMH) and Der p 5 (PDB code 3MQ1)
having been resolved experimentally, we used both PDB’s 2JMH and chain A of
3MQL1 to create a model of the structure of Der f 5, Sui m 5, Lep d 5, Der f 21
and Der p 21 by comparative modelling. We also computed a model presenting a
kinked N-terminal helix for Blo t 5 using chain A of 3MQ1 as template.

The sequence similarity between the selected allergens being large enough (see
Table I), we used a comparative modelling approach to predict the structure of the
monomers of the allergens. We applied MODELLER9v4 (15) to build the three-
dimensional models of the allergens. A first set of models was obtained with the
structure of Blo t 5 (2JMH) as template. These models present a straight N-terminal
helix and their energy has been evaluated with Anolea and Gromos (see Methods).
The selected models, according to our energy criterion (see Methods), are given in
Table Sla (see Supplementary material).

A second set of models was computed using the structure of chain A of Der p 5
(3MQI1_A) as template. The N-terminal helix is kinked in these models. The energy
of the selected models is given in Table SIb (see Supplementary material).

Table III provides the average energy, computed with Gromos and Anolea, of the
selected models and the lowest energy obtained with each template. The compari-
son of these values indicates, for each allergen, if the structure presenting a straight
N-terminal helix (2JMH template) is predicted with a better score than that with a
kinked helix (3MQ1_A template). In the case of Der f 5, the structure modelled with
the 3MQ1_A template is clearly preferred compared to that obtained with the other



Table III
Energy of the monomeric models computed with 2JIMH or 3MQI1_A as template.

Lowest energy Lowest energy Average energy Average energy
anolea gromos anolea gromos

Template 3MQI_A 2JMH 3MQI_A 2JMH 3MQI_A 2JMH 3MQI_A 2JMH

Der f 5 —232.0 —190.0 —11283.3 —9805.5 —207.2 —173.3 —10008.0 —8427.9
A —42.0 —1477.8 —33.9 —1580.1

Suim 5 —186.0 —111.0 —8609.9 —90784 —151.0 —793 —8036.2 —7662.0
A =75 468.5 =717 —374.2

Lepd5s —232.0 —232.0 -—8569.8 —8320.8 —1943 —186.4 —74524 —7748.1
A 0.0 —249.0 =79 295.7

Derp 21 —189.0 —109.0 —8627.2 —8963.9 -—1448 722 80754 —7778.1
A —80.0 336.7 —72.6 —297.3

Der f 21 —188.0 —173.0 -—72155 —7297.1 —133.0 —101.0 —6731.0 —5790.9
A —15.0 81.6 —32 —940.1

Blot5 —235.0 / —10256.0 / —154.9 / —9188.5 /

The energies are computed with Anolea and with Gromos. The model with the lowest energy and
the average energy computed on all the selected models are provided. A is the difference between the
energy of the models computed with the 3MQ1_A and the 2IMH templates, respectively.

template. The results are less clear-cut for the models of Suim 5, Lepd 5, Der p 21
and Der f 21: we reach different conclusions according to the criterion used to define
which template leads to the best model (lowest energy or average energy computed
with Anolea or Gromos). Moreover, the Gromos energy difference between the
models computed with the two templates is significantly larger in the case of Der
f 5 compared to the other allergens (see row “A” in Table III). This result suggests
that a kinked N-terminal helix would be more probable in the Der f 5 monomer than
in the other allergens studied. Note that Lep d 5, Der p 21 and Der f 21 do not pres-
ent a Gly residue at position 22 of the sequence alignment. The presence of another
residue at this position could hinder the formation of a kink in the helix.

We also used 3MQI1_A as template to obtain a kinked structure for the Blo t 5
monomer. Interestingly, the energy of such a structure is quite low, not as much as
the energy obtained for the Der f 5 models, but lower than those computed for Sui
m 5, Lep d5, Der p 21 and Der f 21 (see Table III).

Reliability of Cluspro to Predict the Structure of the Dimers

We used the ClusPro2.0 server (19) to predict the structure of the dimers. To test
the ability of ClusPro to predict the dimeric structure of these allergens, we first
used it to compute the structure of the Der p 5 dimer and compared this predicted
structure to the X-ray structure of the dimer (chains A and B of the 3MQ1 PDB,
3MQI_AB).

The chain A of 3MQ1 was submitted to the ClusPro server and 20 solutions were
returned. We selected the structure with the lowest ClusPro score, and we called
this structure derpS_dimer[3MQ1_A].

The root mean square deviation (rmsd) after superimposition of the C* atoms between
3MQI1_AB and derp5_dimer[3MQ1_A] (see Methods) is equal to 1.9 A, which
reflects that the predicted structure is close to the experimentally resolved one.

The interactions at the interface of 3MQ1_AB and of derp5_dimer[3MQ1_A] were
characterized with the PIC program (22), and compared (see Figure 2): 36 interac-
tions were found in the experimental structure (24 interactions between hydrophobic
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Figure 2: Residues that interact at the interface of the dimers. The interface interactions were detected
with the PIC program (22). The residue positions are numbered according to the sequence alignment
numbering (see Figure 1). Positions that interact in the experimental structure of Der p 5 (3MQI1_AB),
in the dimeric structure of Der p 5 predicted by ClusPro (derp5_dimer[3MQ1_A]) and in the predicted
dimeric structure of Der f 5 (derf5_dimer;) are connected by a blue, red and green arrow, respectively.
The dimers are not perfectly symmetric and the detected interactions between chains A and B are not
systematically the same as those between chains B and A. The arrows of the connections are oriented
from the interacting residue in chain A toward the residue in chain B. (A) Hydrophobic contacts between
residues. (B) Hydrogen bonds between residues. (C) Salt bridges between residues.

residues, 5 hydrogen bonds and 7 ionic interactions) and 57 interactions were
found in the predicted structure (33 interactions between hydrophobic residues,
14 hydrogen bonds and 10 ionic interactions). Table IV indicates that 83% of the
interface interactions found in 3MQ1_AB are common with derpS_dimer[3MQ1_A],
and that 53% of the interface interactions found in derp5_dimer[3MQ1_A] are com-
mon with 3MQ1_AB. Table IV reveals also that these percentages are larger when
they are computed only on the hydrophobic contacts or on the salt bridges, and lower
on the hydrogen bonds. There are more hydrogen bonds at the interface of derp5_
dimer[3MQ1_A] than in the experimental structure, but most of the additional hydro-
gen bonds are located in the same region as the native ones (see Figure 3A).

As discussed above, Mueller ef al. (4) suggested that the valines at positions 62
and 65 (alignment numbering) could play an important role in the stability of the
dimeric structure of Der p 5 and could be responsible for the difference in the
dimerization propensity between Der p 5 and Blo t 5. These hydrophobic contacts
are not identified with PIC in derp5_dimer[3MQ1_A] (see Figure 2). However, an
analysis of the structure shows that the residues 62 and 65 present a similar orienta-
tion in 3MQ1_AB and in derp5_dimer[3MQ1_A] (see Figure 3B).



We then submitted 3MQ1_AB and derp5_dimer[3MQ1_A] to the CASTp program
(23) in order to characterize the cavity that could be involved in ligand binding.
The large cavity at the interface of both monomers presents a volume of 3051 A3
in 3MQI1_AB and of 2914 A3 in derp_dimer[3MQI1_A]. Moreover, 83% of the
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Percentage of common interface interactions betw:;ll) l’J‘eI\/II‘(gl_AB, derp5_dimer[3MQI_A] and derf5_dimer,.
3MQI1_AB derp5_dimer[3MQI1_A] derf5_dimer;
Phonx. Pugix  Pvax Punsx Punox  Pumox Plan™ Py Pr™
3MQI_AB / 83% 60% 100% 38% 40% 43%
Pde.pslx =83% Prasix = 39%
derp5_dimer[3MQI_A] 61% 21% 70% / 45% 43% 40%
P3MQ]/X =53% Piorsix = 44%
derf5_dimer; 36% 10% 43% 60% 30% 57% ,
Pqux =27% Prnsix = 48%

Percentage of common interface interactions between the experimental dimeric structure of Der p 5 (3MQ1_AB), the dimeric structure of Der p 5
predicted by ClusPro (derp5_dimer[3MQ1_A] and the best dimeric structure of Der f 5 predicted by ClusPro (derf5_dimer,). See equation 2 for the
definition of these percentages (see Methods). X is the structure corresponding to the considered line in the Table. The interactions are given in
Figure 2. Phydrophob pHbond 5pq psali-bride are computed on the residues involved in hydrophobic effects, hydrogen bonds and salt bridges, respectively.

residues involved in the cavity of 3MQI_AB are also present in the cavity of
derpS_dimer[3MQ1_A].

All these results suggest that ClusPro is able to reliably predict the structure of the
dimers of the allergens studied here and that the model with the lowest ClusPro
score corresponds to the prediction with the lowest rmsd compared to the native
structure.

Predicted Dimeric Structure of the Allergens and Analysis of their Properties

The crystal structure of the Der p 5 dimer contains a large hydrophobic cavity
that could be involved in ligand binding (4). To test whether the various allergens
studied could adopt a dimeric structure similar to Der p 5 and show a hydrophobic
cavity, we submitted to ClusPro all the selected monomeric models that have a
kinked helix (see Table SIb in Supplementary Material); these monomers were
modelled with 3MQ1_A as template. We obtained several possible solutions with
ClusPro, and the solution with the lowest ClusPro score was selected. Indeed, the
results obtained in the previous section suggested that the ClusPro score is able to
discriminate our models and that the structure with the lowest ClusPro score should
be the most similar to the native structure. We finally obtained eight homodimers
for Blo t 5, five for Der f 5, seven for Sui m 5, six for Lep d 5, eight for Der p 21 and
seven for Der f 21. The ClusPro scores of the best homodimeric solutions are given
in Table V, as well as their rmsd with 3MQ1_AB; see Table SII (Supplementary
Material) for the scores and rmsd’s of all the predicted homodimers.

Der f 5 is the only allergen that presents a predicted dimeric structure similar
to that of Der p 5 (see Table V, derf5_dimer;). The rmsd after superimposition
between Der p 5 (3MQ1_AB) and derf5_dimer;, is equal to 3.0 A: 48% of the inter-
actions identified at the interface of derf5_dimer, are common to those found in
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Table V
Best models of the dimeric structure of the different
allergens.
ClusPro score Rmsd (A)
derp5_ —1188 1.9
dimer[3MQI1_A]
blot5_dimer —1152 >10
derf5_dimer; —1353 3.0
suim5_dimer, —1168 >10
lepd5_dimer; —1190 >10
derp21_dimer, —1266 >10
derf21_dimer, —1252 >10
derp5_V62AV65A —1053 2.1
derp5_L69E —1063 1.8
derp5_ -930 2.1
V62AV65AL69E
derp5_all —869 >10
derf5_V62AV65A —1218 4.2
derf5_L69E —1169 2.9
derf5_ —1039 3.1
V62AV65AL69E
blot5_A62VA65V —1266 >10
blot5_E69L —1289 >10
blot5_ —1401 >10
A62VA65VE6IL
blot5_all —1090 >10
blot5_dimer2_all —1057 4.0

The dimeric structures have been computed with

ClusPro, using as monomer the models obtained with

the 3MQI1_A template. These monomers present a

kinked helix, as observed in the experimental dimeric
structure of Der p 5. The dimer number 6, for instance,

corresponds to the best ClusPro prediction obtained

with the monomer number 6 (see Table SIb). The rmsd

is computed between the model and the 3MQ1_AB

structure.

(8)

Figure 3:  Superimposition between the experimental dimeric structure of Der p 5 (chains A and B of
the 3MQ1 PDB, in light blue) and the dimeric structure of Der p 5 predicted with ClusPro (in salmon);
the structures are referred as 3MQI1_AB and derp5_dimer[3MQ1_A], respectively. The rmsd after
superimposition is equal to 1.9 A. The residues that are in interaction at the interface of each monomer
have been detected with the PIC program (22). (A) The residues that are involved in hydrogen bonds at
the interface of 3MQ1_AB and of derp5_dimer[3MQ1_A] are in blue and in red, respectively. (B) The
valines number 62 and 65 (alignment numbering, see Figure 1) that interact at the interface of 3MQ1_
AB are in blue and in red in 3MQ1_AB and in derp5_dimer[3MQ1_A], respectively.

derp5_dimer[3MQ1_A] (see Figure 2 and Table IV). We showed in the previous
sections that slight differences in side-chains orientation can influence the interface
interactions detected by PIC, leading to a larger number of interactions identified
in derp5_dimer[3MQ1_A] than in 3MQ1_AB. For this reason, we estimated that it
was sounder to compare the interface interactions of derf5_dimer; to those found
in derp5_ dimer[3MQ1_A]. The volume of the cavity obtained by the assembly of
both monomers in derf5_dimer; is equal to 1979 A3,

Mueller et al. (4) discussed the possible origin of the difference in the dimeriza-
tion propensity between Der p 5 and Blo t 5. They identified the sequence region
GVRGV (alignment numbering 61-65), which is GAQGA in Blo t 5, and they
suggested that the hydrophobic contacts between the valines of this region could
be responsible for the different dimerization propensity of Blo t 5 and Der p 5.
Interestingly, the best dimeric model of Der f 5, derf5_dimer5, is similar to the
structure of the Der p 5 dimer. This is in agreement with the large sequence identity
between both proteins, and with the sequence conservation of the residues involved
in the interface interactions (see Tables I and II). Moreover, the sequence region
61-65 of the alignment (GVRGV in Der p 5) is conserved in Der f 5. The align-
ment position 69 could also play a role in the difference between Der p 5, Blo t 5
and Der f 5: a Leu residue that makes hydrophobic contacts (see Figure 2) is pres-
ent in Der p 5 and in Der f 5, whereas a negative charge (Glu) is found in Blo t 5.
We modelled mutated Blo t 5, Der p 5 and Der f 5 proteins and we submitted them
to ClusPro to test the assumption that positions 62, 65 and 69 along the align-
ment play an important role in the dimeric structure of Der p 5. More precisely,
we chose the monomers that led to the best dimeric structure (3MQ1_A, blot5_
monomer,[3MQ1_A] and derf5_monomer;[3MQ1_A]), introduced in Der p 5 and



in Der {5 the residues that are found in Blo t 5, and vice versa, and we submitted
these mutated structures to ClusPro. We tested the following mutations: V62A-
V65A, L69E, V62A-V65A-L69E in Der p 5 and in Der f 5 (derp5_V62AV65A,
derf5_V62AV65A, derpS_L69E, derf5_L69E, derpS_V62AV65ALO9E, derf5_
V62AV65AL69E, respectively), A62V-A65V, E69L, A62V-A65V-E69L in Blo
t 5 (blot5_A62VA65V, blot5_E69L, blot5_A62VA65VEGIL, respectively). We
also identified and mutated all the positions that are involved in the interactions at
the interface of the Der p 5 dimer and that are not conserved in Blo t 5, and vice
versa: M12I-R14Q-I115A-H16N-E17H-Q18A-K20E-L24H-H35E-A50R-T54V-
I55V-V62A-V65A-L69E-D76N-L83Y-MS85E-S89L in Der p 5 (derp5_all), and
[12M-Q14R-A15I-N16H-H17E-A18Q-E20K-H24L-E35H-R50A-V54T-V55I1-
A62V-A65V-E69L-N76D-Y83L-E85M-L89S in Blo t 5 (blot5_all).

The results are given in Table V. The mutations V62A, V65A and L69E in Der p 5
and in Der f 5 led to a predicted dimer that is still close to the experimental structure
of Der p 5: the rmsd is lower than or equal to 3.1 A. However, the ClusPro score
increases, suggesting a less stable dimer. The mutation of the interface residues
in Der p 5 to the Blo t 5 residues (derp5_all) gives a dimeric structure which is no
more native-like and with a larger ClusPro score. The residues at positions 62, 65
and 69 seem thus to play a role in the stability of the dimer, but, according to our
simulations, their mutation is not sufficient to impair the formation of the native
dimeric structure.

The mutation of the Blo t 5 sequence (A62V, A65V and E69L) does not promote
the formation of a dimeric structure that is similar to Der p 5: even if the ClusPro
score decreases, the rmsd is larger than 10A (see Table V). Blot5_all contains all
the residues that are involved in the interface interactions of Der p 5. We were thus
surprised that the dimeric structure obtained with blot5_all still present a very large
rmsd compared to the Der p 5 native dimeric structure (see Table V). The analysis of
the structures revealed that the N-terminal helix is less kinked in the Blo t 5 mono-
mer (blot5_monomer[3MQ1_A]), which complicates the formation of an entangled
dimer. The helix is more kinked in blot5_monomer,[3MQ1_A] (see Table SIb in
supplementary material). We introduced all the mutations listed above (112M-Q14R-
A15I-N16H-H17E-A18Q-E20K-H24L-E35H-R50A-V54T-V551-A62V-A65V-
E69L-N76D-Y83L-E85M-L89S) in this structure, and we submitted it to ClusPro.
The best dimeric structure (blot5_dimer2_all) presents an rmsd of 4.0 A with the Der
p 5 experimental structure (see Table V). It is thus necessary to mutate a large num-
ber of sequence positions to induce an entangled dimeric structure for Blo t 5.

Finally, in the case of Suim 5, Lep d 5 and Der p 21, we found dimeric models close
to the Der p 5 experimental structure, but these predictions present a larger ClusPro
score (see Table SII in supplementary material). This kind of dimer is thus less prob-
able for these proteins. Moreover, Lep d 5 and Der p 21 do not contain the glycine at
position 22 of the alignment. This glycine is assumed to be responsible for the kink
in the N-terminal helix, which is necessary to form the entangled dimeric structure.

Conclusion

Equivalents of Blo t 5 and Der p 5 that share 44% sequence identity were isolated
from different house dust mite species. The published structure of Blo t 5 revealed
a monomeric three helical bundle (9,10), whereas the structure of Der p 5 is a three
helical bundle with a kinked N-terminal helix that assembles in an entangled dimer
with a large hydrophobic cavity (4). This cavity could be involved in the binding of
some hydrophobic ligands, like LPS, that could be responsible for the shift of the
immune response from tolerance to allergic inflammation (4, 24). We used molecu-
lar modelling approaches to analyze the possibility that other allergens of families
5 and 21 of house dust mites (Der f 5, Suim 5, Lep d 5, Der p 21 and Der f 21) can
adopt a dimeric structure similar to Der p 5, with a large hydrophobic cavity.

673

Dimeric Structure of House
Dust Mite Allergens




674

Khemili et al.

The modelling of the monomeric structure of the allergens with the structures of
Der p 5 (kinked N-terminal helix) and Blo t 5 (straight N-terminal helix) as tem-
plates suggests that Der f 5 has a preference for the structure with a kinked helix
(see Table III), whereas the conclusion is less clear-cut for the other allergens.

The kinked monomers were submitted to the ClusPro server in view of predicting
the possible dimeric structure of these allergens. This kind of server is unable to
predict if a protein will or will not form a dimer but allowed us to look whether a
potential dimer would have the same characteristics than the one of Der p 5 dimer
and would present a low ClusPro score. We predicted that Der f 5 could form such
a dimer, with a cavity about 2000 A3,

Mueller et al. (4) also suggested that the differences between Blo t 5 and Der p 5
at positions 62 and 65 of the sequence alignment (see Figure 1) could explain the
fact that Blo t 5 is monomeric and Der p 5 dimeric. The sequence alignment reveals
that the neighbouring position 69 could also participate in the difference between
both proteins: a Leu is present in Der p 5 and a Glu in Blo t 5 (see Figure 1).
Moreover these three sequence positions are conserved between Der p 5 and Der
f 5. We mutated the Der p 5 residues at these positions into the Blo t 5 residues,
and vice versa. The results of the ClusPro prediction suggest that these residues
could play a role in the stability of the dimer. But mutating them is not sufficient
to avoid the formation of an entangled dimeric structure for Der p 5 and to pro-
mote it for Blo t 5. We also identified the sequence positions that are involved in
the interactions at the interface of the Der p 5 dimer and we analyzed their con-
servation in Blo t 5 and in Der f 5. In Der p 5 we mutated all the positions that are
not conserved, and introduced the residues found in Blo t 5, and vice versa. The
rmsd between the native structure of Der p 5 and the predicted dimeric structure
of the mutated Der p 5, which contains Blo t 5-like interface residues, is larger
than 10 A. This result suggests that it is necessary to mutate a large number of
residues to lose the entangled dimeric structure of Der p 5. Interestingly, doing
the reverse operation in Blo t 5 can lead to an entangled dimeric structure with a
cavity of 1585 A3.

Our results suggest several experiments. Only Der p 5 and Der f 5 should present
a similar dimeric structure, with the formation of a large cavity that could accom-
modate some hydrophobic ligands. The other allergens studied here — Blo t 5, Sui
m 5, Lepd5, Der p 21 and Der f 21 — should not present such a propensity. It could
thus be tested experimentally whether Der f 5 adopts an entangled dimeric structure
with a large hydrophobic cavity that is similar to Der p 5. Second, we identified
mutations that could promote or hinder the dimerization propensity of Der p 5, Der
f5 and Blo t 5. The oligomerization of Der p 5 being concentration-dependent (4),
mutations that decrease the stability of the dimer should increase the concentration
needed to observe these dimers. Moreover, characterizing the mutations suggested
by our study could help to understand if the formation of an hydrophobic cavity
through the dimerization of Der p 5 plays an important role in the induction of an
allergic response, and if Der p 5 and Der f 5 behave similarly.

Finally, it would be surprising if the allergens from family 5 induce an allergic
response through different mechanisms. We showed that only Der f 5 is prone to
form a dimer similar to Der p 5, and that we do not obtain such a dimer with Blo
t 5 even if a modelled Blo t 5 structure with a kinked N-terminal helix has a quite
low calculated energy. Therefore, we do not think that the dimerization process in
Der p 5 and maybe in Der f 5 is involved by itself in the induction of the allergic
response. However, the opening of the structure through the formation of a kink
in the N-terminal helix, even if this conformational change is transitory, could
provoke the exposition of some hydrophobic amino acids, the binding of hydro-
phobic ligands and induce the allergic response. The peculiarity of Der p 5 and
probably Der f 5 would be that the kinked structure could be stabilized through
dimerization.



Supplementary Materials

Table SI: score of the models computed with 2JMH (Blo t 5) and 3MQ1_A (Der
p 5) as template.

Table SII: Score of the models of the dimeric structure of the different allergens.
These can be obtained free of charge from the authors or can be purchased from
Adenine Press for US $50.00.
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