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Les epitopes pour les nuls



Comment définit-on un epitope ?

L'épitope B (déterminant antigénique)
<> interaction anticorps - antigéne
zone reconnue par le paratope d’un anticorps

«—> Entité relationnelle

Ex : nombre d’épitopes d’'une protéine dépend du nombre d’Ac que I'on peut
produire

L’épitope T : peptide issu d’un clivage protéolytique d’un antigene qui
interagit avec le récepteur d’un lymphocyte T (TCR)

== SCENCE& IMPACT



Interface du complexe allergene / anticorps

Exemple d’un épitope de la p-lactoglobuline

BLG

Vue de coété Vue de dessus Allergéne entier
résidus épitopiques en bleu

Le site de liaison de I’Ac : 6 boucles hypervariables F. DalAntonia et al/Methods 66 (2014) 3-21
» 1 Clé de liaison de 50-70 résidus

» Le paratope = les résidus en contact = 10-20 résidus

> Autres résidus contribuent au maintien de la conformation

Epitope
» Patch d’acides aminés de antigéne avec complémentarité structurale et chimique / Ac
» Liaisons hydrophobes, électrostatiques, complémentarité cavité / protrusion
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[Définition fonctionnelle : Spécificité - Réaction croisee... ]

9
Pas d’épitope B sans paratope < 1 épitope = 1 paratope - Définition stricte

Relation ‘souple’
» 1 épitope peut étre reconnu par différents paratopes
1 Ac Mo peut se lier a des épitopes non identiques
- Reéaction croisée : homologies de structures
* Multi-réactivité : plusieurs paratopes / site de liaison Ac

Multi-réactivité

A
Rigid adaptation
-

® Induced fit D] O OI

leferenual ligand ‘ l‘
monlng

Antibody with bound ligand
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Réactions croisées




| Définition méthodologique |

épitopes linéaires / conformationnels

< - Classification fortement liée aux

techniques expérimentales

Epitope linéaire

Epitope discontinu séquentiel

conformationnel

000000000000 0500900000000000000

Epitope linéaire, séquentiel, continu (B et T) - Structure |

AA contigus dans la séquence primaire

Capacité de fragments peptidiques a se lier a des anticorps (anti-protéine)
Peptides d’environ 10 AA

Epitope conformationnel, discontinu (B) — Structures Il et lll (IV)

Plusieurs (2 a 5) courts segments dispersés dans la séquence mais proches dans I'espace
Repliement de la protéine

Recouvrent en général 15-20 AA
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| Définition méthodologique |

(. Dichotomie artificielle

Epitope continu

» Fragment peptidique capable de lier 'Ac
» Mais tous les AA n’interagissent pas

> Les AA essentiels a la liaison

Allergéne Epitope conformationnel
(Antigéne) > Ne peut pas s’extraire de la protéine bien conformée
» Mais plusieurs stretchs d’AA consécutifs dans la séquence

90% des épitopes sont conformationnels lors d’'une
réponse immunitaire
Quid dans I'allergie alimentaire ?
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4.

S.

6.

Comment identifier/localiser
des épitopes ?

. Pepscan : Capacité de peptides synthétiques de se lier a des anticorps dirigés

contre des protéines — peptides d’environ 10 AA _

Création d'une librairie aléatoire de peptides (a la surface de phage) et
sélection de mimotopes

Hydrolyse enzymatique, fragments protéine recombinante
Mutagénése dirigée de I'antigene et mesure de I'affinité résiduelle
Compétition pour la liaison Antigene/Anticorps monoclonaux

Résolution de la structure 3D complexe antigene—anticorps

RMN — rayons X-cristallographie et déduction des points de contact atomiques
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|dentifier/localiser des epitopes ?

Les limites méthodologiques
[Relation avec les connaissances sur les structures 2D, 3D ]

Ex allergenes du blé
- Protéines du gluten : gliadines, gluténines
- Protéines solubles : serpine, LTP

Structure

Dichroisme circulaire (SRCD)
Diffusion dynamique de Ila

Identification d’épitopes
Pepscan (peptides synthétiques)

—_— 52 55, S ogg, eve via lumiére (DLS)
- Cristallographie
Mutagenese dirigée Modélisation

OLE. !

, &
- / gl

Activité fonctionnelle
Activation de basophiles (RBL) W w m a0 e

wavelength {(nm)
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|dentifier/localiser des epitopes par Pepscan

Peptides répétés

Les proteines du gluten

protéine a structure étendue et flexible (modélisation)

et pepscan e+

— w5-gliadine

Intérét du pepscan ++
_ Gluténine FPM

Méme modele de
structure pour
a-gliadine

y .
m - a-helix — compact



|dentifier/localiser des epitopes par Pepscan

I— Serpine du blé
— . - - -~ t —ﬁ
.. e ! : ‘0
l' ’ ® 1 ...‘!‘ A A
- & - ‘e ¥ Intérét du pepscan +
r-b..:o‘:-" ._:‘ “* - y :";E o " . - . N
Serpin WSZ2a
n°sérum| 18 458 584 633 585 626 901
DGLKVLKLPY ADAS?‘DSP
SSDGLKVLKL
Pepscan| neg | neg | neg | neg DGLKVLKLP
Y KQGGDKRQFS

Modele de serpine du blé (WSZ2b)

Mameri et al., 2012
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[ Relation avec l'activite fonctionnelle] Gluténine FPM

Intensity a.u))
& S

e
o
1

N-term Cterm _ y _
o i Production de protéine recombinante
Repetitive .
. . et domaines N-term et C-term

N-term \ €> —= N-term DLS AIE

—. Totale | N-term

— C-term . Totale
Nt+Ct (1 nuit)

5 25 125

Log diameter (nm)

Interactions structurales des domaines N-term et C-term
impact certain sur la réactivité IgE
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[Relation avec I'activité fonctionnelle ]

o-gliadine
N-term Cterm - :
R Protéine recombinante et
NH2 Répétitif Non répétitif _
L] domaines N-term et C-term
6 Cys : 3 ponts S-S

40 -
S
Q . . .
8 30 - —=—mc  Activation de basophiles ?
[
; —e—rAG
g - —a—rAme - Protéines entiéres : Oui +++
E —0— R/ATAG
m yn V 4 L L]
S 101 —A-rAGCt . Protéines réduites : Oui +
o o INt-AG
&

0 - - Dom C-term : NON
10 , , : , - Dom N-term : NON
1 10 100 1000 10000

Antigen concentration (ng/mL)

Activation de basophiles de rat humanisés (RBL)
sensibilisés avec un pool sérums de patients
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|dentifier/localiser des epitopes par Pepscan ?
Impact des caractéristiques structurales

®, a—, y-gliadines et SG-FPM

NH2 Répétitif
Structures IIR
similaires
+++ épitopes
continus

Pepscan Informatif

différentes

|

LTP1 Serpine . \’A "

Peu d’épitopes cca/nfinus

Structures IR Pepscan pas adaptée

|/

Interactions structurales

\

Epitopes
conformationnels

NS

+++ epitopes conformationnels dans l'allergie alimentaire
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Les protéines de structure 3D compacte : ex LTP de blé
|dentification/localisation des épitopes par mutagénése dirigée

Code (1GH1.pdb) LTP1:

Protéine globulaire 90 aa
9 kDa
4 ponts disulfures

4 hélices alpha

> Role +++ des ponts disulfure dans
liaison IgE

== SCENCE& IMPACT



Identificét:ToElox;aisation des épitopes par mutagénése dirigee

|. Produire la LTP1 recombinante sauvage

I1. Muter la LTP1 recombinante

» Choix des mutations
» Ponts disulfure
« Etudes pepscan
» Reésultats Mimotopes

Epitope : 37-46 boucle entre H2 et H3

D’apres Denery-papini et al. 2011, Tordesillas et al. 2009
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Bases-de-donnees sur les épitopes et prediction ?

Exposition en surface = critére généralement
accepteé pour localiser les épitopes B

3BLG
Analyse de I'exposition en surface des BOVINE BETA-LACTOGLOBULIN

épitopes sur base de données IEDB
60 molécules et 950 épitopes

=

E=N

pas de différences significatives

entre AA épitope / non épitope 5

Pas de correspondance |
systématique épitope / exposition | jl |
en surface | ”‘

0 50

N

protrusion index
and number of epitope references =
w
]

.

o

amino acid position

. Pas de confirmation exposition en surface pour les épitopes
= |N'2A Hétérogénéité des données ?
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Comment définit-on un epitope ?

[ Notion operationnelle Interaction = phénoméne dynamique ]

» Définition de I'épitope basée sur les contacts réels entre les atomes Ag / Ac
» Deétermination par la structure d’un cristal Ag / Ac = représentation statique

» D’une condition dynamique

» Contribution probable de différents résidus a la phase d’association (ex AA
chargés interactions longue distance) et a celle d’équilibre

» Cinétiques d’association / dissociation — constante d’affinité

3804 2 figE (bluc) or
300 A buffer control (grey)
_, 250+
¥ s0p 4 tDer p2

100 150 200 260 300
Time (s)
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Dans1allergie : activité fonctionnelle

Activation de basophiles in vitro
Systémes modeles : Basophiles + IgE chimériques monoclonales

N 100 O
— Influence de Paffinité 8 | o
des IgE / épitopes @ s 1n
) 4
2 ©
Dégranulation des Basophiles = ML: HI0:H1+H7:H12
IgE d’affinités différentes : 2 T™: H10+H12:HT., o _
- Forte (k<1() -9 |\/|) /ET MM: H10:HI+H12:H7. R —
- Moyenne (k<10¢ M) _2- B S
- Faible s 7
E 20 -
o ] i
g | o
R .. 8—re e
0.1 10 100 1000
nglml rDer p2

— Coopération entre interactions d’affinités
faibles et fortes/moyennes
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Conclusion

Les épitopes-dans l'allergie (alimentaire)

Plusieurs criteres pour définir un épitope
Au-dela des types continu et discontinu, le terme épitope B peut désigner:
Les acides aminés réellement en contact avec les anticorps
Des résidus contribuant +/- directement a l'interaction (épitopes fonctionnels)

Prédiction In silico des épitopes B ? < Composition des bases de données
Plus on étudie les épitopes d’'une protéine plus on en trouve : notion d'épidémiologie
a inclure

Dans l'allergie alimentaire
impact des procédés de transformation et de la digestion sur la conformation

des allergénes <> importance des épitopes conformationnels
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