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INTRODUCTION

Le développement intensif de techniques expérimentales performantes, en particulier le
séquencage de I’ADN, aboutit a 1’accumulation de nombreuses données concernant la
séquence, la structure ou encore la fonction des geénes et des protéines. Plus généralement, ces
développements ont permis 1’augmentation rapide et continuelle de la masse d’informations
disponible dans le domaine des sciences fondamentales et biomédicales. Parallélement, le
développement des réseaux et du matériel informatique (capacité de stockage, vitesse d’acces
aux données) a permis la création d’outils performants et conviviaux pour gérer et simplifier

lI'acceés aux informations pour la communauté scientifique.

De¢s lors, le probléme est de faire face a ces volumes sans cesse croissants de données
biologiques diverses (sur les génes, les ARN, les protéines) provenant d’organismes les plus
variés, et de réaliser que 1’accumulation et 1’accés a un grand nombre de données n’ont
d’intérét que si 'on peut les interpréter et les exploiter afin d’en déduire de nouvelles
connaissances. La bioinformatique est la discipline qui permet de faire la liaison entre la
biologie et l'informatique. Elle joue un rdle prépondérant dans le développement des
biotechnologies et de la recherche, dans les sciences biologiques et médicales. Les outils
bioinformatiques s’imposent pour stocker les données de séquences, les trier, les analyser, les
classer, les comparer, faire émerger des liens, identifier des corrélations ou prédire la structure
et la fonction des molécules. Ils sont devenus incontournables aux traitements, a I’analyse des
volumes importants de données essentielles a la compréhension des étres vivants, de leur

évolution, des pathologies et la découverte de nouveaux traitements.

Cependant, la qualité de I’information ne peut étre restituée qu’au niveau de structures dites
‘spécialisées’ (bases de données, outils d’analyses) capables de prendre en compte les
spécificités des données, de les gérer, de les analyser afin de produire des informations
conformes aux regles dans un domaine précis de la biologie. Malgré I’existence de notions
communes en biologie, chaque domaine a ses propres régles pour décrire les données [1]: il
est donc indispensable de créer les structures nécessaires a la gestion des données spécialisées

dans un domaine précis pour préserver et améliorer la qualité de I’information distribuée.

Parmi tous les domaines de la biologie qui engendrent le plus d’informations, le systéme

immunitaire est I’un des plus complexes et des plus importants pour la recherche médicale. 11



a pour fonction de protéger 1’hote, de prévenir et de vaincre les infections et les cancers. Alors
qu’une immunité naturelle ou innée est présente chez les invertébrés et les vertébrés,
I’immunité acquise ou adaptative, qui permet la reconnaissance spécifique et la mémorisation
des agents pathogénes, est rencontrée exclusivement chez les vertébrés. Cette spécificité et
cette mémoire immunitaire, caractérisent I’immunité adaptative. L’ immunogénétique étudie la
génétique de ces molécules impliquées dans la réponse du systéme immunitaire adaptatif,
parmi lesquelles se trouvent les immunoglobulines (IG) ou anticorps, les récepteurs des
cellules T (TR) et les protéines du complexe majeur d’histocompatibilit¢ (MHC). Au cours de
la synthése des IG et TR, des mécanismes complexes de réarrangements somatiques [2]
engendrent une grande diversité dans les séquences d’IG et TR [3, 4].

Jusqu’a présent, de tels mécanismes ne sont connus que pour la synthése des IG et TR. Par
ailleurs, des phénomeénes d’hypermutations somatiques se produisent spécifiquement au
niveau des régions codant les domaines variables des IG. Le nombre de séquences
potentiellement produites pour un seul individu, compte tenu de tous ces mécanismes de
diversité, est estimé a 10'%, ce qui permet d’obtenir des IG et des TR susceptibles de répondre
potentiellement a tous les antigénes. Les IG, sont présentes a la surface des lymphocytes B ou
sécrétées par les plasmocytes, alors que les TR sont exprimés a la surface des lymphocytes T
[3, 4]. La connaissance et la description de la structure des récepteurs d’antigénes sont
primordiales en recherche fondamentale (évolution du systéme immunitaire, étude des
répertoires), dans le développement de I’ingénierie des anticorps et des anticorps
thérapeutiques [5] (single chain Fragment variable (scFv), phage displays, librairies
combinatoires, anticorps chimériques et humanisés) et en recherche clinique (role dans la
pathologie, tests diagnostiques et pronostiques). Les lymphocytes B et les immunoglobulines
membranaires sont impliqués dans de nombreuses maladies du systtme immunitaire, non
seulement lorsqu’il s’agit de défauts des réponses humorales ou d’hyperproduction de tel ou
tel isotype (HyperlgM et HyperIgE, par exemple), mais également dans des syndromes
lymphoprolifératifs B (lymphomes, leucémie aigu€ lymphoide ou LAL, leucémie lymphoide
chronique ou LLC etc...). L’¢tude des récepteurs d’antigénes a permis des progres
considérables dans la compréhension des propriétés immunobiologiques des cellules
leucémiques, en particulier de la LLC: par exemple, le degré de mutation des IG du clone
malin en rapport avec I’état clinique des patients [6] et la mise en évidence d’IG trés
similaires, stéréotypées, impliquant un role essentiel de I’antigéne dans la leucémogenése [7,

8].



L’extréme diversité des séquences des IG et TR rend difficile leur description rigoureuse par
des outils classiques d’analyse de séquences d’ADN ou de gestion des données dans des bases
généralistes. Il est nécessaire de disposer d’outils, de structures et de régles de standardisation

spécifiques pour rendre compte de cette complexité.

IMGT®, the international ImMunoGeneTics information system® (systéme d'information
international en ImMunoGénéTique) [9] (publication 3) a été créé par Marie-Paule Lefranc en
1989 a Montpellier. IMGT® est spécialisé dans la gestion des données de séquences et de
structures 3D des IG, TR et MHC des vertébrés [10]. L'exactitude et la cohérence des données
d’IMGT® sont fondées sur IMGT-ONTOLOGY [11-13] (publication 2), la premicre
ontologie en immunogénétique et immunoinformatique. L’ IMGT-ONTOLOGY permet la
gestion des connaissances en immunogénétique en se fondant sur sept axiomes,
«Identification», = «DESCRIPTION», «CLASSIFICATION», «NUMEROTATIONY,
«LOCALIZATION», «ORIENTATION» et <OBTENTION», qui postulent que chaque objet,
chaque processus et leurs relations doivent étre identifiés, décrits, classés, numérotés,
localisés, orientés de facon a standardiser toutes les informations. Cette standardisation a
permis de décrire 1’organisation modulaire des récepteurs et des chaines des IG, TR et MHC,
et les structures des domaines protéiques: V-DOMAIN [14], C-DOMAIN [15], et G-
DOMAIN [16]. La numérotation unique IMGT de chaque domaine permet pour la premicre
fois de comparer de maniére standardisée les séquences et les structures quelque soit le

récepteur, le type de chaine ou I’espéce.

Les standards IMGT® basés sur IMGT-ONTOLOGY, ont été approuvés par I’Organisation
Mondiale de la Santé et par ’Union Internationale des Sociétés Immunologiques (OMS-
IUIS), le comité de la nomenclature des IG et TR [17, 18] et constituent le cadre de référence
pour mise en place des structures de gestion et d’analyse des données des récepteurs
d’antigenes.

Les objectifs de cette thése étaient de concevoir et d'intégrer au sein d’IMGT® une nouvelle
composante dans le domaine médical, avec la mise en place d’outils capables d’analyser et de
gérer les données de séquences de patients atteints de pathologies, afin de caractériser a plus
long terme les processus et les mécanismes moléculaires impliqués. Le projet a été initié¢ dans
le cadre d’une collaboration internationale avec des équipes cliniques spécialisées dans la
leucémie lymphoide chronique et impliquées dans I’European Research Initiative on CLL

(ERIC).



Le premier objectif était la création de nouvelles fonctionalités dans 1’analyse des séquences
réarrangées d’1G et TR et leur intégration a I’outil d’analyse IMGT/V-QUEST afin de fournir
a la communauté scientifique un systéme standardisé et convivial en ligne. Dans un premier
temps, apres une étude de I’algorithme des modules existants dédiés a la détermination des
genes et alleles, j’ai réécrit et intégré le programme en un seul module de méme langage
JAVA, apportant de ce fait une simplification dans la gestion des taches et des améliorations
dans les performances de 1’outil. De nouvelles fonctionnalités ont été apportées au cours de la
réécriture de 1’outil, afin de fournir une analyse détaillée et compléte de la séquence:
description et localisation des mutations de la V-REGION (transversion ou transition,
mutation silencieuse ou non), classification des mutations des acides aminés (AA) selon leur
hydropathie, leur volume, et leurs caractéristiques physicochimiques, identification de la
position des ‘hot spots’ dans le gene et 1’allele germline le plus proche. Le programme
IMGT/V-QUEST est maintenant capable de détecter les insertions et/ou les délétions
potentielles qui se produisent lors de la synthése des IG et des TR, et de fournir une
¢valuation de la fonctionnalité des séquences analysées (productives ou non productives). Il
peut également analyser jusqu’a 50 séquences en un seul lot et fournit, selon le choix de
I’utilisateur, une analyse individuelle des séquences, ou une analyse multiple avec
alignements des séquences qui expriment le méme géne variable V et le méme all¢le. Enfin, il
offre une interface paramétrable.

Le second objectif était la création de la base de données IMGT/CLL-DB, dédiée d’une part a
la gestion des données concernant les patients atteints de LLC, et d'autre part aux résultats
standardisés d’IMGT/V-QUEST issus de I'analyse détaillée des IG exprimées a la surface des
lymphocytes B de ces patients. Le résultat de I’intégration d’IMGT/V-QUEST dans
IMGT/CLL-DB fournit un systéme d’information dédi¢ a la LLC mais dont les composantes
sont génétiques. Chaque séquence d’IG stockée dans la base de données est ainsi reliée aux
résultats d’analyse de I’outil IMGT/V-QUEST, aux informations relatives aux patients
(description de la pathologie, résultats des analyses, de la cytogénétique...), et aux
informations relatives aux échantillons biologiques prélevés (tissu prélevé, date du
prélévement etc...). Un programme a été développé pour gérer les nouvelles entrées dans la
base, sous contrainte des régles de contrdle et de protection des données, avec la mise en
place d’un vocabulaire controlé défini en collaboration avec les partenaires du projet.
Finalement, une interface web a été développée donnant accés a 1I’ensemble des informations
d’IMGT/CLL-DB aux partenaires du projet. Cette interface permet la recherche des

séquences selon de nombreux critéres et affiche les résultats sous forme de tableaux a onglets



qui permettent de visualiser les données par theme. Cette interface donne également acces a
des outils d’analyse interactifs qui permettent d’obtenir et de visualiser les alignements de
séquences exprimant le méme géne V, les données sous différents formats, ou de visualiser

I’ensemble des résultats d’ IMGT/V-QUEST sous le format standard.

Le chapitre 1 présente le systéme immunitaire adaptatif, les régles de description des IG et
TR, les régles de numérotation de leurs domaines V et les mécanismes de la diversité du
répertoire des I1G. Le chapitre 2 présente dans les grandes lignes (diagnostic, facteurs de
pronostic...), de la leucémie lymphoide chronique (LLC), pathologie étudiée par les cliniciens
partenaires du projet. Le chapitre 3 décrit I’outil d’analyse des séquences nucléotidiques
réarrangées des IG et des TR, IMGT/V-QUEST, et ’algorithme mis en place afin de
caractériser et de décrire les séquences réarrangées. Les résultats issus de cette analyse seront
également présentés. Le chapitre 4 présente le systéeme d’information composé de 1’outil
IMGT/V-QUEST et de la base de données IMGT/CLL-DB, dédi¢ a la gestion des séquences
associées aux données concernant les patients atteints de LLC. Nous verrons ensuite les
structures et les procédures que nous avons mises en place pour la gestion des données, les
régles de controles et de standardisation grace a un vocabulaire controlé. Enfin nous décrirons

I’interface web donnant acces aux informations de la base de données.



CHAPITRE 1

Le systeme immunitaire adaptatif et les
récepteurs d’antigenes

Le systéme immunitaire protége 1’hote contre les infections et ses propres cellules
devenues tumorales ou ‘étrangeres’ au soi. La défense de 1’hdte nécessite différents systémes
de reconnaissance et une grande variété de mécanismes effecteurs pour détecter et détruire des
pathogenes trés variés dans les diverses localisations ou ils se présentent. L’ immunité innée
(ou naturelle) est constituée des barricres naturelles anatomiques, physiologiques,
phagocytaires et inflammatoires. Elle constitue la premiére ligne de défense mais elle ne
dispose pas de la capacité de reconnaitre certains pathogenes, ni d’installer un état d’immunité
spécifique qui préviendrait les récidives. L’immunité adaptative (ou spécifique), observée
uniquement chez les vertébrés, est basée sur la sélection clonale de lymphocytes B et T dotés
de récepteurs de 1’antigéne, immunoglobulines (IG) ou anticorps et les récepteurs T (TR),
hautement diversifiés, qui permettent au systtme immunitaire de reconnaitre de maniere
spécifique les antigénes. Dans cette réponse immunitaire adaptative, les lymphocytes
spécifiques de I’antigeéne proliférent et se différencient en cellules effectrices aptes a €liminer
les pathogenes. Cette réponse adaptative peut non seulement éliminer les pathogénes, mais en
méme temps, par la sélection clonale, générer des lymphocytes mémoires, ce qui autorise une
réponse plus rapide et plus efficace en cas de réinfection. La régulation des réponses
immunitaires est I’objet principal de la recherche médicale en immunologie, en vue soit de les
supprimer ou de les atténuer si elles sont intempestives, soit de les stimuler dans la prévention
de maladies infectieuses. La création du systéme d’information IMGT® a permis de définir et
de mieux comprendre les caractéristiques des IG et des TR, principaux acteurs de la
reconnaissance antigénique.

Dans ce chapitre, nous rappellerons brievement les deux composantes, I’immunité humorale
et cellulaire, du systéme immunitaire adaptatif, nous décrirons ensuite les mécanismes a
I’origine de la diversité des IG, protéines membranaires des lymphocytes B ou sécrétées par
les plasmocytes, qui jouent un role essentiel dans la LLC, pathologie utilisée comme modele
dans le cadre de ma thése, de IMGT/CLL-DB. Enfin, nous indiquerons les régles définies, au
sein d’IMGT®™ pour la description de ces protéines, et les régles de numérotation de leurs

domaines variables (V) basées sur les concepts d’IMGT-ONTOLOGY [11-13].



1.1 Immunité humorale et cellulaire

Le systtme immunitaire adaptatif est souvent décrit par ses deux composantes,
I’immunité humorale (sécrétion d’anticorps) et I’'immunité cellulaire (cytolyse des cellules
infectées ou cancéreuses) qui font intervenir différentes cellules et molécules (Figure 1.1) et

défendent I’organisme contre les pathogeénes extracellulaires et intracellulaires.
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soi altérées ou des cellules
infectées par un virus

Figure 1.1: Les deux composantes du systéme immunitaire adaptatif: immunité humorale et cellulaire. Les
cellules de la lignée B comprennent les lymphocytes B et les plasmocytes. Les cellules de la lignée T
comprennent les lymphocytes T, qui peuvent étre des lymphocytes T helper ou auxiliaire (Th), ou des
lymphocytes T cytotoxiques (Tc). Les protéines caractéristiques de la réponse immunitaire adaptative
comprennent les immunoglobulines (IG), les récepteurs T (TR), le complexe majeur d’histocompatibilité de
classe I (CMH-I) et de classe II (CMH-II) (avec la permission de IMGT®, http://www.imgt.org).

L’immunité humorale agit contre les pathogénes (bactéries et virus) circulant dans le
sang et la lymphe et est basée sur la reconnaissance spécifique de déterminants antigéniques
(ou épitopes) par les sites anticorps (ou paratopes) des domaines variables (V) des IG. Les IG
existent en tant que protéines membranaires a la surface des lymphocytes B ou sont sécrétées

par les plasmocytes, cellules qui représentent le stade de différenciation terminal des cellules



B (Figure 1.1). Les lymphocytes B se développent a partir de cellules-souches dans la moelle
osseuse. Durant la synthese des 1G, des mécanismes de réarrangements de I’ADN permettent
la génération d’une énorme diversité de lymphocytes B (10'* chez I’homme), le facteur
limitant étant le nombre de lymphocytes B génétiquement programmé pour une espece
donnée. Toutes les IG exprimées a la surface d’un lymphocyte B sont identiques et ont la
particularité d’avoir la méme spécificité de reconnaissance d’un antigeéne. Les lymphocytes B
matures circulent alors dans la lymphe et gagnent les organes lymphoides secondaires
(ganglions lymphatiques, rate). Dans les organes lymphoides secondaires, un lymphocyte B
qui reconnait un antigéne pour lequel il est spécifique, est activé et prolifere et aprés contact
avec un lymphocyte T spécifique, se différencie soit en plasmocyte qui sécrete des IG, soit en
lymphocyte B mémoire (Figure 1.1). Les anticorps sécrétés par les plasmocytes neutralisent le
pouvoir infectieux des pathogenes en se liant a leurs antigénes de surface, qui interfére avec
leur capacité a se fixer aux cellules de I’hdte (anticorps neutralisants). Les anticorps peuvent
entrainer également une destruction de 1’agent pathogéne, par le complément (complement-
dependent cytotoxicity ou CDC) ou par une cellule cytotoxique (antibody-dependent cellular
cytotoxicity ou ADCC) (IMGT®, http://www.imgt.org). Enfin en recouvrant les pathogenes,
les anticorps favorisent la phagocytose par les macrophages (opsonisation). Les lymphocytes
B mémoires issus de lymphocytes B déja sélectionnés et ayant subi I’expansion clonale et la
commutation de classe possédent a leur surface des IG membranaires. Ces lymphocytes B
mémoires ont une durée de vie beaucoup plus longue que les plasmocytes, et pourront étre

activés et se différencier en plasmocytes lors d’une nouvelle rencontre avec le méme antigéne.

L’immunité cellulaire est chargée de la défense de I’organisme vis-a-vis des cellules
infectées par des agents pathogénes intracellulaires (virus) ou des cellules cancéreuses. Les
lymphocytes T sont issus des cellules-souches de la moelle osseuse (comme les lymphocytes
B) mais qui se différencient ensuite dans le thymus. Les mécanismes de synthése des TR,
semblables a ceux des IG sont basés sur des réarrangements de I’ADN, qui générent une
grande diversité combinatoire de TR et de lymphocytes T (potenticllement 10'* chez
I’homme). Chaque lymphocyte T exprime des TR d’une seule et méme spécificité. Les
lymphocytes T sont sélectionnés par une double sélection négative et positive qui permet
premiérement d’¢éliminer les lymphocytes T fortement autoréactifs spécifiques des peptides du
soi, et deuxiemement de sélectionner les lymphocytes T qui reconnaissent des peptides du non
soi. L’interaction TR/peptide aboutit a I’expansion clonale du lymphocyte T impliqué dans la

reconnaissance spécifique de I’agent pathogéne et a la différenciation des clones en



lymphocytes T effecteurs, cytotoxiques (Tc) ou auxiliaires ou helper (Th) et en lymphocytes
T mémoire. Au sein d’une cellule, les protéines subissent une dégradation par le protéasome
et les peptides de 8 a 10 acides aminés issus de cette protéolyse sont ensuite transportés a la
surface de la cellule pour étre présentés par I’intermédiaire du CMH-I. Ainsi, les cellules
saines présentent a leur surface des peptides du soi qui ne déclenchent pas de réaction
immunitaire. Au contraire, les cellules étrangeres, les cellules tumorales ou infectées par un
virus ou un autre agent pathogeéne présentent a leur surface des peptides du non soi, qui
entrainent de maniére spécifique une activation des lymphocytes T cytotoxiques (Tc) qui
reconnaissent de maniére spécifique ce complexe peptide-MHC-I (pMHC-I) et qui les
détruisent. Les cellules T auxiliaires ou helper (Th) sécretent des cytokines qui stimulent la
réaction immunitaire aupres des autres cellules. Elles contribuent notamment a 1'activation des
cellules présentatrices d’antigenes (CPA professionnels) lesquelles comprennent les cellules
dendritiques, les macrophages et les lymphocytes B. Ceux-ci proliférent et se différencient en
plasmocytes dans les organes lymphoides secondaires. On parle alors de réponse humorale T-
dependante (Figure 1.1), par opposition a la réponse humorale T-indépendante qui ne requiert
pas ’aide des Th, et dans laquelle les lymphocytes B se différencient en plasmocytes sans
contact au préalable avec un Th. Au sein d’une cellule CPA, les protéines exogenes (antigénes
extracellulaires) sont dégradées dans les vésicules d’endocytose en peptides de 10 a 15 acides
aminés, lesquels sont présentés a la surface de la cellule par I’intermédiaire du CMH-II, dont
le G-DOMAIN forme un sillon ou un ‘groove’ ou se loge le peptide. C’est le complexe

pMHC-II qui est reconnu de maniére spécifique par le TR des Th CD4".

1.2 Synthese des chaines d’immunoglobuline

Les immunoglobulines (IG ou anticorps) sont exprimées en surface des cellules B
matures et des cellules B mémoires ou sont sécrétées par les plasmocytes. Les différentes
étapes de la différenciation des cellules souche hématopoiétiques en cellules B matures qui
expriment des IgM et des IgD, se produisent dans la moelle osseuse indépendamment de
l'antigéne (figure 1.2). Les étapes finales de la différenciation, des cellules B matures en
cellules mémoires ou en plasmocytes qui expriment ou sécrétent des immunoglobulines de
diverses classes ou de sous-classes se produisent dans le centre germinatif des organes

lymphoides secondaires, et sont tributaires de l'antigene (Figure 1.2).
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Figure 1.2: Différenciation des lymphocytes B. La différenciation des lymphocytes B comprend deux phases :
une phase indépendante des antigénes étrangers, de la cellule souche hématopoiétique jusqu'au lymphocyte B
mature, dans la moelle osseuse, et une phase dépendante des antigénes étrangers, du lymphocyte B mature au
plasmocyte et au lymphocyte B mémoire, dans les centres germinatifs des organes lymphoides secondaires (rate,
ganglions lymphatiques). Cette seconde phase requiert généralement une coopération entre les lymphocytes B et
T [3] (avec la permission de M.-P. et G. Lefranc, IMGT®, http://www.imgt.org).

Les immunoglobulines se composent de deux chaines lourdes identiques, associées a deux
chaines légeres identiques, kappa ou lambda (Figure 1.3). Chez les humains, les génes qui
codent les chaines lourdes, les chaines légeres kappa et les chaines légeres lambda, sont
localisés dans les locus IGH, IGK et IGL respectivement sur les chromosomes 14 (14q32.33),
2 (2p11.2) et 22 (22q11.2). La syntheése des chaines lourdes et des chaines légeres des
immunoglobulines requiert le réarrangement de trois types de genes, variables (V), de
diversit¢ (D) et de jonction (J), au niveau de I’ADN, dans les locus IG durant la
différenciation des cellules B [2, 19, 20]. Chronologiquement, la synthése des chaines lourdes

mu précede celle des chaines 1égeres.
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Figure 1.3: Représentation schématique d’une molécule d’IgG1 humaine sécrétée. Le domaine variable d'une
chaine lourde est codé par trois génes réarrangés (un géne IGHV, un géne IGHD et un géne IGHJ). Le domaine
variable d'une chaine légére, ou V-J-REGION, est codé par deux génes réarrangés (un géne IGKV réarrangé a un
geéne IGKJ pour une chaine kappa, un géne IGLV réarrangé a un géne IGLJ pour une chaine lambda). Les trois
régions hypervariables ou complementarity determining regions (CDR) déterminent le site de reconnaissance et
de liaison a I'antigéne dans la structure tridimensionnelle. La région constante de la chaine lourde, codée par des
geénes IGHC, comprend 3 ou 4 domaines constants (domaines CH1, CH2, CH3 pour la région constante des IgG,
des IgA et des IgD, 4 domaines CH1 a CH4 pour les IgE et les IgM). La région charniére située entre les
domaines CH1 et CH2 des IgG est codée par 1 exon (cas des IgGl, IgG2 et IgG4) ou plusieurs exons, le plus
souvent 4 (cas des IgG3). La région constante, ou C-REGION, de la chaine légére est codée par le géne IGKC
(cas des chaines kappa) ou 1'un des génes IGLC (cas des chaines lambda), et comprend un seul domaine constant
(CL) [3] (avec la permission de M.-P. et G. Lefranc, IMGT® http://www.imgt.org).

1.2.1 Synthese des chaines lourdes mu
1.2.1.1 Rearrangement D-J et V-D-J dans le locus IGH

Le locus des chaines lourdes (IGH) comprend des geénes variables (V), de diversité
(D), de jonction (J) et constants (C). Le domaine variable de la chaine lourde, ou V-D-J-
REGION, est génér¢ par le réarrangement au niveau de ’ADN de trois geénes: un géne IGHV,
un géne IGHD et un géne IGHJ. Il se fait en deux temps, le premier correspond au
réarrangement d’un géne D a un géne J avec délétion de I’ADN intermédiaire (excision d’une
boucle d’ADN) (Figure 1.4), et le second correspond au réarrangement d’un géne V au D-J
précédemment réarrangé pour générer la séquence réarrangée IGHV-D-J (Figure 1.5 et Figure
1.6). La séquence réarrangée IGHV-D-J est transcrite avec le gene IGHM en un pré-messager
IGHV-D-J-M (ou IGHV-D-J-Cmu). Le géne IGHM code les quatre domaines CH1 a CH4 de
la région constante de la chaine lourde mu. Les séquences d'ARN correspondant aux introns
et aux genes J non utilisés sont alors excisées lors de 1’épissage du prémessager et I'on obtient
un ARN messager mature qui comprend les régions codantes épissées et les régions 5' et 3'
non traduites. L'ARN messager est ensuite traduit en une chaine polypeptidique par les

ribosomes. Le peptide signal L est éliminé par une peptidase apres pénétration de la chaine
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polypeptidique dans la cavité du réticulum endoplasmique, et une chaine lourde mu est alors

produite.
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Figure 1.4: Réarrangement dans le locus IGH d’un géne D a un géne J avec délétion de I’ADN intermédiaire
(excision d’une boucle d’ADN) (avec la permission de IMGT®, http://www.imgt.org).
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Figure 1.5: Réarrangement dans le locus IGH d’un géne V au D-J précédemment réarrangé pour générer la
séquence réarrangée IGHV-D-J (avec la permission de IMGT®, http://www.imgt.org).
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Figure 1.6: Synthése d'une chaine lourde mu d'immunoglobuline. (a) Au niveau de I'ADN, lors d'une premiére
étape, 1'un des génes IGHD est joint a I'un des génes IGH] avec délétion de I'ADN intermédiaire, pour créer une
séquence D-J partiellement réarrangée. Dans une deuxiéme étape, un des génes IGHV est joint au D-J
préalablement réarrangé, avec délétion de I'ADN intermédiaire pour générer un ensemble IGHV-D-J
complétement réarrangé. (b) La séquence réarrangée IGHV-D-J est transcrite avec le géne IGHM en un ARN
prémessager IGHV-D-J-M (ou IGHV-D-J-Cmu). (¢) Les séquences d'ARN correspondant aux introns et aux
génes IGHJ non utilisés sont alors excisées lors de 1’épissage de I’ARN prémessager et 1'on obtient un ARN
messager mature qui comprend les régions codantes épissées et les régions 5' et 3' non traduites. (d) L'ARN
messager est ensuite traduit en une chaine polypeptidique par les ribosomes. (e) Le peptide signal est éliminé par
une peptidase apres pénétration de la chalne polypeptidique dans la cavité du réticulum endoplasmique. Une
chaine lourde mu est produite. Dans ’ADN et L’ ARN prémessager, L (pour leader) correspond a L-PART]1 et L-
PART?2, dans I’ARN messager et la chaine polypeptidique L correspond a la L-REGION [3] (avec la permission
de M.-P. et G. Lefranc, IMGT®, http://www.imgt.org).
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1.2.2 Synthese des chaines légéres lambda et kappa
1.2.2.1 Réarrangement V-J dans les locus IGK et IGL

Le locus kappa (IGK) et le locus lambda (IGL) comprennent des génes variables (V),
des genes de jonction (J) et des génes constants (C). Le domaine variable de la chaine 1égére
(kappa ou lambda) ou V-J-REGION est généré par le réarrangement au niveau de I’ADN de
deux genes: un geéne V et un gene J, avec délétion de I’ADN intermédiaire pour créer une

séquence réarrangée IGKV-J dans le locus IGK (Figure 1.7) ou IGLV-J dans le locus IGL.
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Figure 1.7: Synthése d'une chaine légére kappa d'immunoglobuline. (a) Au niveau de I'ADN, l'un des génes
IGKV est réarrangé a l'un des 5 génes IGKJ avec délétion de 'ADN intermédiaire, pour créer un ensemble
IGKV-J. (b) La séquence réarrangée IGKV-J est transcrite avec le gene IGKC en un ARN prémessager IGKV-J-
C. (c) Les séquences d'ARN correspondant aux introns et aux génes IGKJ non utilisés sont alors excisées lors de
I’épissage de I’ARN prémessager, et 'on obtient un ARN messager mature qui comprend les régions codantes
épissées et les régions 5' et 3' non traduites. (d) L'ARN messager est ensuite traduit en une chaine polypeptidique
par les ribosomes. (¢) Le peptide signal L est éliminé par une peptidase aprés pénétration de la chaine
polypeptidique dans la cavité du réticulum endoplasmique et une chaine 1égére kappa mature est produite. Dans
I’ADN et I’ARN prémessager, L (pour leader) correspond a L-PART1 et L-PART2, dans I’ARN messager et la
chaine polypeptidique, L correspond a la L-REGION [3] (avec la permission de M.-P. et G. Lefranc, IMGT®,
http://www.imgt.org).
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La séquence réarrangée IGKV-J (ou IGLV-]) est transcrite avec le géne IGKC (ou un des
genes IGLC) en un ARN pré-messager IGKV-J-C (ou IGLV-J-C). L’unique gene IGKC, ou
I'un des genes fonctionnels IGLC, avec leur unique exon, code respectivement le seul
domaine de la région constante des chaines kappa ou lambda. Les séquences d'ARN
correspondant aux introns (et pour le locus IGK aux geénes IGKJ non utilisé€s, pour le locus
IGL aux génes IGLJ non utilisés) sont alors excisées par épissage de I’ARN prémessager, et
l'on obtient un ARN messager mature qui comprend les régions codantes épissées et les
régions 5' et 3' non traduites. L'ARN messager est ensuite traduit en une chaine
polypeptidique par les ribosomes. Le peptide signal L est éliminé par une peptidase apres
pénétration de la chaine polypeptidique dans la cavité du réticulum endoplasmique et une

chaine 1égere mature (kappa ou lambda) est alors produite.

1.2.3 Origine de la diversité des domaines variables des immunoglobulines

La diversit¢t du domaine variable des chaines d'immunoglobuline résulte
principalement de la diversit¢ combinatoire, de la diversité des jonctions (diversité
fonctionnelle V-J des chaines légere, de la N-diversité des jonctions V-D-J des chaines
lourdes), et des hypermutations somatiques [3]. De plus, au sein d’une IG, I’association des
domaines variables d’une chaine lourde et d’une chaine 1égére, pour former le site de

reconnaissance de I’anticorps crée un degré supplémentaire de diversité.

1.2.3.1 Diversité combinatoire

La diversité combinatoire est créée par les réarrangements V-D-J des chaines lourdes
et V-J des chaines 1égéres. Les réarrangements somatiques IGKV-J, IGLV-J et IGHV-D-J
exigent la présence de motifs spécifiques dans la séquence d’ADN, appelés signaux de
recombinaison (RS). IIs sont localisés a I’extrémité 3’ des génes V, a I’extrémité 5° des geénes

J et de part et d’autre des genes D (Figure 1.8) [21].
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Chromosome 2p11.2

5' heptamére nonamere nonamere heptamére 3

12 23
CACAGTG ACAAAAACC GGTTTTTGT CACTGTG| IGKJ

Chromosome 22q11.2

23 12
CACAGTG ACAAAAACC GGTTTTTGT CACAGTG| IGLJ

'

Chromosome 14q32.33

5
23 23
-CACAGTG ACAAAAACC r GGTTTTTGT CAATGTG | IGHJ

Figure 1.8: Exemples de signaux de recombinaison de génes V, D et J humains. Bien que les séquences
heptameéres et nonaméres soient bien conservées, il y a des différences entre elles. Les longueurs des espaceurs
sont de 12+1 ou 23=£1 pb (observation décrite sous le nom de régle 12/23 [22]) [3] (avec la permission de M.-P.
et G. Lefranc, IMGT®, http://www.imgt.org).

Ces signaux de recombinaison reconnus par I’enzyme recombinase (protéine RAGI1 et RAG2
[23, 24]), sont constitués de deux motifs hautement conservés, un heptamere palindromique et
un nonamere riche en A et T, séparés par un espaceur de 12 = 1 ou 23 + 1 nucléotides non
conservés. Chaque géne V dans I’ADN est suivi par un heptamére de séquence consensus
‘CACAGTG’ et un nonamere de séquence consensus ‘ACAAAAACC’, séparés par un
intervalle de 12 nucléotides pour le locus IGK, 23 nucléotides pour le locus IGL et pour le
locus IGH. De méme, les geénes J sont précédés d'un nonamére de consensus ‘GGTTTTTGT’
et d'un heptameére de consensus ‘CACTGTG’, séparés par 23 nucléotides pour le locus IGK,
de 12 nucléotides pour le locus IGL et de 23 nucléotides pour le locus IGH. Des motifs
heptaméere-nonamere sont présents de part et d’autre des geénes D séparés par un espaceur de
12 nucléotides non conservé (Figure 1.8 et Figure 1.9).

La distance qui sépare les nonameres des heptaméres (12 £ 1 ou 23 £ 1 pb) correspond a 1 ou
2 tours d’hélice de I’ADN. De plus, les signaux heptamere-nonamere en 3' des geénes V sont
des séquences complémentaires des signaux heptamere-nonamére en 5' des geénes J, et les
séquences des heptameres présentent une structure palindromique. Les réarrangements

efficaces ont lieu lorsqu'ils font intervenir deux signaux de jonction dont 1'un a un intervalle
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de 12+1 nucléotides et l'autre de 23+1 nucléotides entre I'heptamére et le nonamere, régle dite
12/23 [22]. Ceci explique que les génes d’un méme type au sein d’un méme locus, ne
réarrangent pas normalement entre eux. Ainsi, dans le locus IGH, un géne D réarrange avec
un géne J, puis un géne V réarrange avec le D-J précédemment réarrangé (Figure 1.6). Le
répertoire potentiel résulte de la diversité combinatoire qui dépend du nombre de geénes V, D,

J et de leur fonctionnalité.

IGH (14932.33)

V-RS J-RS
V-HEPTAMER V-NONAMER J-NONAMER J-HEPTAMER
ACACAAACG 1
ACARGAACC 1
CACAGCG 1 TCTAAAACC 1 GGTTTTTGT 2 CAATGTG 2
CACAARMG 1 GCAGRAACC 1 GGTTTGTGT 1 CoCTGTG 1
CACAATG 1 =23 TCAGARACC 8 —/}4— eerrTCTET 1 - aAcTeTs 1 IGH]
CACAGRE 2 ACACAAACC 16 ETTCTTTET 1 CATTGTG 1
CACAGTG 33 ACADDRARCC 4 TGTTTTTGT 1 CACCGTGE 1
ACACAGACC 1
TCAGARACG 1
5'D-RS 3'D-RS
5'D-NONAMER 5'D-HEPTAMER 3'D-HEPTAMER 3'D-NONAMER
GGATTTTGT 4
GCTTTTTGT 2 TCAAARACT 1
GGTTTTTGG 1 TCAARRACC 3
controase 2 rote 3 cACAGCA 1 S )
A
GGTTTGAAG 2 . TACTGTG 2 CACARTG 1 12 ACAAAAACC 1
GGTTATTGT 3 CACGGTG 2 CACCGTG 2 === TCAGAAAAC 1
= CACTGTG 10
AGATTCTGA 1 CACTGTG 2 TCCCARAGE 1
GGTTTGGGEG 2 CACAGTG 5 CACAGTG 17 ACAGAAACC 1
GGTTTCTGA 3 CACAGTC 1 GCAAAMRACT 2
GGTTTAGRA 1 TCCAARACG 1
GGATTCTGA 3 GCAGCAACC 3
6K (2p11.2)
V-RS J-RS
V-HEPTAMER V-MONAMER J-NONAMER J-HEPTAMER
ACATARARCC 10
ACACAAACC 1 GGTTTTTGT 2
CACTGTG 1 12 acaamaacc 15 | —A— cGarTTTTGT 1 23 carrere 1 IGKJ
CACAGTG 35 ACATAAATC 2 GETTTCTGT 1 CACTGTG 4
GCACAAACC 1 AGTTTTTGT 1
ACAGAAACC &
|GL (22q11.2)
V-RS J-RS
V-HEPTAMER V-NONAMER J'NONAMER J-HEPTAMER
ACATAAACC 1
CCARRACTC 1
23 GGTTTGTGT 2 12
CACAGTG 7 ACACAAACC 1 —H— e T 5 CACTGTG 2 IGLJ
CACGGTA 1~ ACAAAAACA 1 GGI””GT I CRCAGTG 3
ACAGRAACC 2 s
ACCABAACC 1

Figure 1.9: Séquence des signaux de recombinaison (RS) pour les locus IGH, IGK et IGL humains. Seules les
séquences des RS des alléles fonctionnels *01 sont montrées. Les nombres & droite de chaque heptameére et
nonamére indiquent le nombre de génes ou la séquence RS a été trouvée (avec la permission de IMGT®,
http://www.imgt.org).
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1.2.3.2 Diversité des jonctions

La diversité des jonctions est représentée par la diversité jonctionnelle V-J des chaines
légeres kappa qui crée une variabilité de 1’acide animé en position 115 du CDR3-IMGT
réarrangé [21, 25], et par la N-diversit¢ (N, pour nucléotides) essentiellement observée au
jonctions V-D-J des chaines lourdes d’immunoglobuline et qui représente la source principale
de la diversité des CDR3 [26]. En 1982, Alt et Baltimore ont proposé un modele qui explique
le mécanisme de la N-diversit¢ [26]. Elle résulte de I’excision de nucléotides par une
exonucléase aux extrémités des geénes V, D et J lors du réarrangement, suivie de I’addition de
nucléotides au hasard par la terminaldeoxynucleotidyltransferase TdT [27]. Cette addition de
nucléotides implique préférentiellement des nucléotides indépendamment de toute matrice. Si
les extrémités des régions codantes restent intactes (pas d’activité exonucléase), 1’on peut
observer adjacents a ces régions codante des P-nucléotides [28] qui résultent de l'ouverture
dissymétrique de 1'épingle a cheveux (ou hairpin) formée aux extrémités des régions codantes
au cours des réarrangements V-J ou V-D-J [29]. Les P-nucléotides sont ainsi de courtes
séquences de 1 a 3 nucléotides palindromiques de I’extrémité codante intacte de la V-

REGION, de la D-REGION ou de la J-REGION réarrangée.

1.2.3.3 Mécanisme des réarrangements

Le réarrangement V-(D)-J est assuré par l’intervention successive de nombreuses
protéines. Les protéines RAG1 et RAG2 (Recombination Activating Gene) spécifiques de la
lignée lymphoide, forment un complexe majeur dans le processus de réarrangement. D’autres
enzymes interviennent pendant les réarrangements V-D-J et V-J. Ce sont les enzymes
recrutées pour la réparation de ’ADN double brin qui appartiennent a la voie de réparation
des extrémités non homologues  (Non-Homologous End Joining ou NHEJ). Les

réarrangements V-(D)-J se produisent en 5 étapes.

La formation du complexe RAG1-RAG?2 est responsable de la reconnaissance et de la liaison
aux séquences RS sur les deux génes qui réarrangent et dont la chromatine est ouverte comme
I’a démontré la présence de transcrits germline. Il y a alors création d’une boucle d’ADN
maintenue par le complexe (Figure 1.10A). Le complexe RAG1-RAG2 initialise la coupure
de I’ADN en deux étapes (Figure 1.10A étape a et b). A la suite de la coupure de I’ADN
double brin, il se forme d’une part une boucle d’excision par jonction des RS (signal joint) qui
est ¢limineé. Cette boucle d’ADN comprend ’ADN intermédiaire entre les 2 geénes qui

réarrangent. Sur les brins codants, la coupure crée pour chacun des genes, un groupe 3'-OH
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(hydroxyle) entre la fin de la partie codante du gene et I’heptamére du RS. Cette étape est
suivie au niveau des brins codants d’une réaction de transestérification (activité
phosphodiester par attaque de 1’hydroxyle sur la liaison opposée du brin antiparall¢le), qui
forme une épingle a cheveux (‘hairpin’) aux extrémités des deux geénes qui réarrangent

(extrémités codantes) (Figure 1.10A étape b)

L’étape suivante (Figure 1.10B étape c) fait intervenir le complexe Ku70/Ku80 qui reconnait
et se fixe aux extrémités codantes hairpin, et recrute la protéine kinase dépendante de I’ADN
(DNA-PK). Ce complexe recrute ensuite le facteur Artémis qui, apres avoir été phosphorylé
par la sous-unité catalytique de la DNA-PK (DNA-PKcs), ouvre les structures hairpin par son
activité endonucléase [30, 31]. L ouverture de la structure hairpin libére ainsi les extrémités
codantes et peut, selon la localisation du site de coupure, engendrer la formation de
nucléotides P qui constituent un court palindrome, si ces nucléotides ne sont pas excisés par
I’exonucléase.

Deux formes distinctes résultant d’un épissage alternatif ont été décrites pour la TdT: une
forme longue TdT-L et une forme courte. Il a été suggéré que la TdT-L serait responsable de
I’activité exonuclase [32, 33] (Figure 1.10B étape d). Cependant cette observation est sujette a
caution [34]. L’addition de novo de nucléotides N de maniere aléatoire (souvent g ou c) sans
brin matrice (Figure 1.10B étape ) se fait grace a la forme courte de la TdT. Les régions de
N-diversité sont différentes d’une cellule B a I’autre, ce qui crée une diversité considérable au
niveau des jonctions responsables de la spécificité des sites anticorps. Ces régions N
représentent de véritables signatures des lymphocytes B et des clones qui en résultent apres
activation.

Enfin, le complexe XRCC4/ Cernunnos/DNA-Ligase IV prend en charge la ligation et la
réparation de I’ADN réarrangé (Figure 1.10B étape f).

La transcription de la séquence réarrangée aboutit a la production d’'un ARN prémessager
comprenant la séquence réarrangée IGHV-D-J avec le géne IGHM ou Cmu. Au départ, toutes
les cellules B produisent une chaine mu dans la moelle osseuse et expriment IgM (le géne
IGHM est celui qui est situé le plus prés de I’ensemble réarrangé V-D-J dans le locus IGH).
L’association du méme domaine variable avec les autres régions constantes pour former des
IgG et IgE a lieu apres ’activation de la cellule B par I’antigéne dans les organes lymphoides

secondaires (rate et ganglions lymphatiques).
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3'D-RS

A 5' IGHD [3'D—HEPTAMER 3'D—NONAMER]
CACAGTG 12 CCAGAAACC
3 GTGTCAC GGTCTTTGG

3!

GGTTTTTGT 23 CACTGTG|ACTACTTTGACTACTGGG
CCRAARACA) GTGACAC|TGATGAAACTGATGACCC

5-NONAMER 5J-HEPTAMER IGHJ /

J-RS

(a) l RAG1/RAG2

— 23 — v —— 12 —
IGGTTTTTGT CAATGTG|CACAGTG GCAGCACC
CCAAARACA GTTACAC|GTGTCAC CGTCGTGG

OH

ACTACTTTGACTACTGGG
TGATGAARACTGATGACCC

HO J
(b) l Transestérification

W o
UI
g w

B s ACTACTTTGACTACTGGG 3
A TGATGAAACTGATGACCC &
D Ku70/Ku80 J
© DNA-PK
Artemis

&) G TACTTTGACTACTGGG 3
3 ACTGATGAAACTGATGACCC 5
D J
(d) Exonucléase

5' TACTTTGACTACTGGG 3
3 ACTGATGAAACTGATGACCC 5
D

——i J

Deoxynucleotidyl Transferase
() (TdT forme courte)

5 GC TACTTTGACTACTGGG 3
5 GCACTGATGAAACTGATGACCC 5
D

J
XRCC4
(f) Cernunnos
DNA-Ligase IV
5 GCCGTGACTACTTTGACTACTGGE 3
3, CGGCACTGATGAAACTGATGACCC B
D [ |

N région P région

Figure 1.10: Schéma des événements moléculaires a I’origine d’un réarrangement entre un géne D et un géne J
dans le locus IG. (a) Le complexe RAGI/RAG2 reconnait les sites RS et coupe ’ADN germline entre
I’heptamére et la région codante. Une épingle a cheveux est formée a I’extrémité codante. (b) L’épingle a
cheveux coupée par un complexe protéique (Ku70/80, DNA-PK, Artémis). Selon la position du site de coupure,
on obtient une extrémité a bouts francs ou des P nucléotides. (¢) Une exonucléase élimine des nucléotides aux
extrémités codantes. (d) La TdT (forme courte) ajoute des nucléotides N préférentiellement des g et c. (¢) Enfin,
vient la ligation et la réparation de I’ADN réarrangé (XRCC4, Cernunnos, DNA-Ligase) (avec permission de
IMGT®, http://imgt.org).
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1.2.3.4 Hypermutations somatiques

Les hypermutations somatiques (HMS) apparaissent durant la maturation des cellules
B dans les centres germinatifs des organes lymphoides secondaires (rate et ganglions
lymphoides). Elles affectent spécifiquement les genes réarrangés V-J et V-D-J des IG et
représentent un mécanisme majeur pour la génération de la diversité domaines variables de
des anticorps [35] [36]. Ce processus d’hypermutation somatique implique 1’introduction, a
un taux élevé, de mutations ponctuelles dans les génes réarrangés V-D-J des chaines lourdes
et V-J des chaines l1égeres. Les autres génes exprimés dans les cellules B ne sont pas modifiés
par les mécanismes d’hypermutation somatique. Les HMS se produisent a une fréquence
estimée de 10~ par base dans une cellule en division, ce qui est & peu prés 10° fois plus
fréquent que le taux de mutations spontanées dans les autres cellules.
Les HMS commencent a environ 150 pb en aval du promoteur des geénes V des IG, et
s'étendent sur une distance de 1 a 2 kb. La fréquence des mutations atteint son maximum dans
les génes réarrangés V-J ou V-D-J et est inversement proportionnelle a la distance par rapport
au promoteur. Ceci suggere que le promoteur joue un role important dans la localisation des
mutations dans les domaines V. En effet, il a été montré que les HMS sont fortement liées a la
transcription, la délétion du promoteur dans des transgenes IGH provoquant une diminution
des HMS [37]. De plus, le taux de mutations est directement corrélé a la quantité de transcrits
dans le locus [38].
Les hypermutations somatiques ciblent préférentiellement des motifs particuliers: (a/t)a et
g(c/t)(a/t) et leurs motifs en inverse complémentaire: t(a/t) et (a/t)(a/g)c. Les transitions (c>t,
t>c, a>g, g>a) sont plus fréquentes que les transversions (par exemple c>a, c>g, a>c, g>c).
Les deux brins de la séquence peuvent étre affectés. Les mutations qui engendrent des
changements d’acides aminés dans la séquence protéique des IG sont observées le plus
souvent dans les CDR. Ces mutations permettent apres sélection, une amélioration de
I’affinité du site de liaison a D’antigene. Les mutations silencieuses sont observées plus
généralement dans les FR, préservant ainsi la structure du domaine.
L’étape initiale du processus d’hypermutations somatiques est induite par I’activation de la
cytidine deaminase (AID): son activation permet la déamination des cytosines (c) en uracile
(u) sur un des deux brins de I’ADN, ce qui engendre un mésappariement (u/g).
Comme, I’uracile n’est pas un composant naturel de I’ADN, ce mésappariement doit étre
réparé. Selon le mécanisme de réparation mis en jeu et le profil des mutations introduites

(Figure 1.11) sera différent [39].
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1C«—0[0

AID
G
Réplication lUNG MMR
G G
BER | ... BER
Error-prone
polymérase
G G GG
A A AA
Y T TTT
T C C CC
A G A T
Phase 1 Phase 2 Phase 3

Figure 1.11: Modéle expliquant les hypermutations somatiques d’aprés [39]. La cytidine deaminase (AID)
induit la déamination des cytosines (C) en uracile (U) en rouge. Le mode de traitement de 1’uracile par les
mécanismes de réplication et/ou de réparation, déterminera le devenir et le profil des mutations introduites selon
4 processus. Avec UNG pour 1'uracile glycosilase, BER pour Base Excision Repair, MMR pour mismatch
repair.

e Lors de la réplication, 'uracile est considéré comme une thymine par les ADN
polymérases, il y a alors création d’une mutation de type transition ¢ >t ou dans le
brin opposé g>a, apres réplication (phase 1).

e La mutation (I'uracile) peut également étre éliminée par 1’uracile glycosilase (UNG)
créant ainsi un site abasique. Ce dernier peut étre la cible d’'une endonucléase APEI,
endonucléase majeure de la voie ‘Base Excision Repair ¢ (BER), qui clive ’ADN
(phase 2). Il existe également une voie annexe, appelée long patch BER, qui est
responsable de plusieurs mutations de bases a et t.

e Il peut également impliquer le systtme de réparation des mésappariements

nucléotidiques (mismatch repair ou MMR), par lequel les mésappariements ‘u>g’ sont
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reconnus par le complexe MSH2/MSH6 et suivis par excision de nucléotides
entourant la base uracile (u) par l'exonucléase 1. Ce mécanisme est également

responsable des mutations des bases (a/t) situées a proximité des paires de bases 'c/g'.

Finalement lors des voies BER et MMR (respectivement les phase 2 et 3), les cassures de
I’ADN sont réparées par les polymérases translésionnelles (telles que Pol® et Revl) qui
insérent un des quatre nucléotides, aboutissant a la reconstitution de la cytosine initiale, & une

transition, ou a une transversion [40-42].

1.2.3.4.1 Délétions et insertions

Le mécanisme d’hypermutation somatique peut entrainer treés rarement des insertions
ou des délétions dans les séquences réarrangées d’IG. De telles modifications dans un
réarrangement peuvent tout de méme donner des séquences productives, si les insertions ou
délétions sont des multiples de trois nucléotides, ce qui permet de préserver le cadre de lecture
de la séquence, et si aucun codon stop n’est généré. Les mécanismes exacts qui engendrent de

tels événements ne sont pas connus.

1.2.4 Co-expression des chaines lourdes membranaires mu et delta

Au cours de sa différenciation, le lymphocyte B immature devient un lymphocyte B
mature qui exprime simultanément des IgM et des IgD membranaires (Figure 1.3). Les
domaines variables des chaines lourdes mu et delta sont identiques et sont codés par les
mémes geénes réarrangés IGHV-D-J. L’expression de 1’isotype IgD différe de I’expression des
autres isotypes en ce que son expression dépend d’un mécanisme d’épissage et non du
mécanisme de commutation de classe comme les autres isotypes. De plus, 1I’'IgD est co-
exprimée avec 1’IgM a la surface des cellules B matures naives (seul cas ou deux isotypes
différents d’IG sont exprimés par la méme cellule).

Les génes IGHM et IGHD sont situés a proximité dans le locus IGH. Les cellules B qui
expriment IgM et IgD produisent deux ARN prémessager différents; dans [’'un, la
transcription se termine apres le gene IGHM; dans ’autre, les deux genes IGHM et IGHD
sont transcrits et la transcription se termine apres le gene IGHD. Les transcrits se terminant
aprés le géne IGHM subissent un épissage pour produire un ARNm de chaine mu; les
transcrits se terminant apres le géene IGHD subissent un €pissage qui €élimine les exons du
gene IGHM pour produire un ARNm de chaine delta. Il n’est pas exclu que ce long

prémessager soit aussi utilis¢ pour produire un ARNm de chaine mu. Par une régulation des
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sites de terminaison des prémessagers et de I’épissage, le lymphocyte B mature naif exprime

ainsi I’IgM et I’IgD [43-45].

1.2.5 Expression des chaines gamma, epsilon et alpha et commutation de
classe

Chez I’homme, les IG sont réparties en 5 classes ou isotypes IgM, IgD, IgG, IgA et
IgE, les IgG et IgA étant elles-mémes divisées en sous-classes 1gG1, IgG2, IgG3, 1gG4, IgAl
et [gA2 [3] qui différent par leurs propriétés physico-chimiques, leurs fonctions biologiques
[46] et les propriétés effectrices des Fc des régions constantes [47]. La cellule B mature qui
entre dans les ganglions lymphatique exprime des IgM et des IgD. Aprés stimulation
antigénique, les cellules B proliférent et peuvent se différencier pour produire d’autres
isotypes: ¢’est la commutation de classes ou switch. Le changement de classe ou commutation
de classe se produit dans les ganglions lymphatiques, lors de la maturation du lymphocyte B.
Le lymphocyte B activé ayant reconnu un antigéne entre en contact avec un lymphocyte T
(interaction entre le CD40 de la cellule B et le CD40L exprimé a la surface de la cellule T a la

suite de son activation) (Figure 1.12).

Cytokines

H Récepteurs de \
' cytokines

Lymphocyte T active Lymphocyte B active

Figure 1.12: Coopération cellulaire B et T. La cellule B reconnait la cellule T par I’interaction MHC-II — CDA4.
La cellule T reconnait la cellule B par la reconnaissance de maniére spécifique du complexe TR — peptide/MHC-
D), la cellule devient « T activé ». La cellule « T activé » synthétise CD40L et des cytokines. La cellule B
reconnait la cellule « T activé » (CD40- CD40L) et devient une cellule « B activé ». Enfin la cellule « B activé »
synthétise des récepteurs de cytokines, et subit une commutation de classe (SWITCH).

Les cellules B passent d'une production d'IgM et d’IgD a la synthése d’IgG (IgG1, IgG2,
IgG3, ou IgG4) ou d’IgA (IgAl ou IgA2) ou d’IgE (Figure 1.13). Ce processus, qui permet le
changement de la région constante de la chaine lourde tout en maintenant 1'expression de la

méme spécificité anticorps et en renforcant méme son affinité, est appelé la «commutation de

25



classe» (CSR) ou "switch". Elle est rendue possible par I'existence a environ 2 kb en 5' de
chacun des génes IGHC, de séquences particulieres. La participation de ces régions au
mécanisme de commutation de classe leur a valu l'appellation de séquences S (‘switch’). Ces
signaux, d'environ 2 kb, sont composés de 20 a 80 bases répétées en tandem. A l'intérieur de
ces motifs, plusieurs courtes séquences répétées ggggt et gagect et, pres du site de
commutation tggg et tgag sont observées.

La commutation de classe implique la recombinaison de la séquence Smu avec la séquence S
d’un autre géne IGHC, par exemple avec une séquence Sgamma dans le cas d’une
commutation d’IgM a IgG, ce qui entraine la délétion des génes IGHC situés entre Smu et le
Sgamma du géne IGHG utilisé (Figure 1.13). Ceci se produit par la formation de boucles de
délétion [48-52]. Par exemple, dans le cas d’une commutation d’IgM a IgG1 (Figure 1.13), les
genes IGHM, IGHD et IGHG3 sont délétés.
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Figure 1.13: Commutation de classe IgM-IgG: recombinaison Smu-Sgamma. Dans la cellule productrice
d'anticorps IgM, le réarrangement V-D-J a eu lieu et tous les génes IGHC sont présents. Lors de la commutation
de classe, un deuxiéme réarrangement se produit, mais cette fois entre deux séquences S et avec délétion des
génes IGHC situés en amont (5') du géne IGHC utilisé. h (pour "hinge") = région charniére [3] (avec la
permission de M.-P. et G. Lefranc, IMGT®, http://www.imgt.org).

1.2.6 Expression des chaines delta de cellules IgM™ IGD"

Seule une minorité¢ de plasmocytes normaux et de rares cellules B malignes expriment
exclusivement des IgD (cellule B IgM™ IgD"). Leur faible fréquence a été expliquée par le
manque de séquences switch reconnaissables entre Cmu et Cdelta. Cependant, une région,
indiquée comme un sigma delta, contient de facon relativement élevée des répétitions

pentamériques avec une région extrémement riche en g et semble fonctionner comme un
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switch rudimentaire menant a l'expression de chaines delta par les cellules B et les

plasmocytes dans les centres germinatifs [53-55].

1.2.7 Immunoglobulines membranaires et sécrétees

Les IG membranaires et les 1G sécrétées différent par leur région C terminale. D’une
maniére générale, les chaines lourdes des IG membranaires a la surface des lymphocytes B
ont une région C-terminale hydrophobe qui les maintient ancrées dans la membrane
plasmique, tandis que les IG sécrétées par les plasmocytes ont une extrémité C-terminale
hydrophile [56]. Les IG membranaires et sécrétées résultent d’un épissage alternatif du

transcrit primaire des chaines lourdes (Figure 1.14).

1.2.7.1 Chaines mu membranaires et sécrétées

La région C-terminale des chaines mu membranaires est codée par deux petits exons
M1 et M2 localisés a environ 2 kb en 3’ de I’exon CH4 [57], M1 code 39 acides aminés, alors
que M2 code seulement 2 acides aminés. Ces 41 acides aminés représentent 1’ensemble du
dispositif d’ancrage des chaines mu membranaires qui comprend une région extracellulaire de
13 acides aminés entre le domaine CH4 et la membrane, une région transmembranaire
hydrophobe de 25 acides aminés et une courte région cytoplasmique de 3 acides aminés. La
région C-terminale de la chaine mu sécrétée comprend 20 acides aminés codés par I’extrémité
3’ de I’exon CH4 (désignée par CH-S) [3].
L’expression d’une chaine mu membranaire suppose 1’utilisation d’un site polyA situ¢ en 3’
de ’exon M2 et lors de la maturation de I’ARN prémessager, 1’utilisation d’un site d’épissage
interne situé a l’intérieur de I’exon CH4, a la limite 5° du CH-S. Cet ¢épissage permet
d’¢liminer le CH-S hydrophile, son codon stop ainsi que toute la région comprise entre CH4
et M1, ce qui permet de joindre le CH4 aux exons M1 et M2. Lors de la synthése d’une
chaine mu sécrétée, c’est le site polyA situé a 103 bp de ’extrémité 3’ de I’exon CH4 et le
codon stop a I’extrémité 3° de I’exon CH4 qui sont utilisés (Figure 1.14). Une méme cellule
peut donc présenter les deux précurseurs ARN mu et I’expression relative d’une chaine mu
membranaire et sécrétée dépend d’un contrdle au niveau de la sélection du site polyA utilisé

[58].
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Figure 1.14: Synthése d'une chaine lourde mu membranaire ou sécrétée [3] (avec la permission de M.-P. et G.
Lefranc, IMGT®, http://www.imgt.org).

1.2.7.2 Chaines delta membranaires et sécrétées

La région constante de la chaine delta est codée par le géne IGHD. L’organisation de
la région 3’ des geénes IGHD différe par la présence d’un petit exon CH-S indépendant,
localisé a 1,9 kb en 3’ de I’exon CH3, et qui code 9 acides aminés dans les chaines delta
sécrétées. Les exon M1 et M2 sont localisés respectivement a 0,8 kb et 1,1 kb en 3 du CH-S
et codent les régions transmembranaire et cytoplasmique. L’exon M1 code 53 acides aminés
alors que I’exon M2 code 2 acides aminés. L’expression des chailnes delta membranaires et
sécrétées dépend du site poly A utilisé: pour la synthése d’une chaine delta membranaire le
site poly A utilisé est localisé en 3’ de I’exon M2 et pour la synthése d’une chaine delta

sécrétée le site poly A utilisé est localisé en 3’ du CH-S [59] [3].
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1.2.7.3 Chaines gamma, alpha, epsilon membranaires et sécretées

L’expression des chalnes gamma, alpha, epsilon membranaires et sécrétées suivent le
méme mécanisme que celui décrit pour la chaine mu, le CH-S fait partie de I’exon CH3 ou

CHA4, selon le gene d’IGHC [3].

1.2.8 Régulation dans le temps des réarrangements V-D-J

Les réarrangements des génes d’1G se déroulent dans la moelle osseuse au cours du
développement des cellules B. Les progéniteurs identifiables au stade le plus précoce du
développement des cellules B sont appelés cellules pro-B (Figure 1.15). Le réarrangement D-J
a lieu a la suite de I’expression de la protéine recombinase RAG. Il est suivi d’un deuxiéme
réarrangement entre un gene V et D-J. Le réarrangement du locus IGK a lieu ensuite, suivi si
nécessaire par le réarrangement du locus IGL [60, 61]. Ces différentes étapes de la synthese
des IG permettent de distinguer les différents stades de la différenciation des cellules B a
travers le réarrangement des génes des IG et I’expression des marqueurs de surface

membranaires.

Cellule Pro-B Cellule Pré-B
@ Chaine lourde Mu

/
i V= — Vpre-B }Chaine légére de
IGHV/IGHD/IGH) ————» IGHD-J ———» IGHV-D-J ——»

" lambda-like substitution
CD79A/CDTSB

ADN Germline ADN réarrangé

Chromosome 14932.33 @

IGKV/IGKS —» IGKV-J —» Chaine légére Kappa
ADN Germline
Chromosome 2p12

Figure 1.15: Réarrangement des génes IGH et IGK dans les cellules Pro-B et Pré-B. (avec la permission de M.-
P. et G. Lefranc, [3], IMGT®, http://www.imgt.org).

Chaque lymphocyte B somatique, diploide, a deux copies de chacun des locus des 1G (IGH,
IGK et IGL). Les deux copies de chaque locus, héritées 1’'une de la mére et I’autre du pére,
sont situées sur des chromosomes homologues. Le locus IGH subit un réarrangement avant
les locus des chaines 1égeres. Dans les cellules B en cours de différenciation (cellule pro-B),
les réarrangements peuvent s’effectuer sur les deux chromosomes homologues 14. Le

réarrangement entre un géne D et un géne J puis le deuxiéme réarrangement d’un géne V au
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D-J réarrangé concerne initialement un seul des locus IGH. Bien que les genes IGHD aient
généralement 2 cadres de lecture, par suite des modifications au niveau de la jonction, il y a
approximativement une chance sur trois pour que le cadre de lecture du géne J réarrangé soit
conservé. Dans le cas de réarrangements improductifs sur I'un des deux chromosomes, le
réarrangement s’effectue alors sur le deuxiéme chromosome. Si aucun réarrangement V-D-J
productif n’est produit, la cellule B meurt par apoptose. Ainsi, il y a une perte considérable
des précurseurs des cellules B dans la moelle, bien que les mécanismes dits de ‘sauvetage’ par

des réarrangements secondaires existent (voir ci-dessous).

Les réarrangements IGHV-D-J conduisent a la synthése d’une chaine mu intracellulaire. A ce
stade, la protéine mu est associée de fagon transitoire & une pseudo-chaine légere ou chaine
légere de substitution, composée en fait de deux protéines codées par le gene Vpré-B
(VPREB) et le géne lambda-like. Ces protéines appartiennent a la superfamille IgSF et sont
constituées respectivement d’un domaine V-like et d’'un domaine C-like, la chaine lambda-
like étant reliée a la chaine mu par un pont disulfure.

L’ensemble de la chailne mu associée a la pseudo-chaine légeére et du co-récepteur
hétérodimere CD79A/CD79B, définit le récepteur pré-B [62, 63]. Ce récepteur pré-B joue un
role crucial car il représente un premier contréle de la maturation du lymphocyte B. Sa
stimulation par un ligand, la galectine 1 du stroma de la moelle osseuse environnante, induit
I’activation et la prolifération des cellules pré-B [63]. Le récepteur pré-B inhibe le
réarrangement du locus IGH du deuxiéme chromosome 14 et active réarrangement des génes
du locus IGK sur le chromosome 2. Ce mécanisme permet d’assurer qu’une cellule B ne
produit qu’une seule chaine lourde (exclusion allélique). Cependant, il existe de tres rares
cellules qui expriment deux chaines lourdes distinctes, ceci étant dii a des échecs du
mécanisme d’exclusion allélique.

Il existe une chronologie des réarrangements des genes des locus de chaines légeres. En effet
si les premiers réarrangements du locus IGK sont improductifs, le locus IGK sur le second
chromosome 2 réarrange a son tour. Si ces réarrangements IGK sont improductifs, les locus
IGL réarrangent a leur tour, sur I’'un des deux chromosomes 22. Aprés la formation d’un
réarrangement IGK ou IGL productif, la chaine 1égére synthétisée est associée avec la chaine
lourde mu pour constituer une IgM. L’IgM et le co-récepteur formé par les protéines CD79A

et CD79B constituent le récepteur des cellules B (BcR) (Figure 1.16).
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Figure 1.16: Le récepteur des lymphocyte B (B cell receptor ou BcR). Le BcR est composé de
I’immunoglobuline membranaire, ici une IgM, a la surface du lymphocyte B, associée au co-récepteur
hétérodimere CD79A/CD79B. Le co-récepteur assure la transmission du signal lorsque I’IG membranaire se lie a
un antigéne. CD79A et CD79B contiennent dans leur région cytoplasmique des motifs spécifiques appelés
ITAM, riches en tyrosines dont la phosphorylation permet le recrutement de molécules de signalisation qui
appartiennent a au moins deux familles de protéines tyrosine kinases (PTK), la famille Syk et la famille Tec, et
assurent la transmission du signal (avec la permission de IMGT®, http://www.imgt.org).
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L’apparition a la surface cellulaire du lymphocyte B d’un BcR fonctionnel constitue un
deuxieme controle de la maturation du lymphocyte B. En effet, le BcR induit I’arrét du
réarrangement des genes codant les chaines légeres si le premier réarrangement IGK est
productif: inhibition du second alléle IGK (exclusion allélique) et du réarrangement du locus
IGL (exclusion isotypique). Ce mécanisme permet d’exprimer une seule et unique chaine
légere. Dans le cas ou le premier réarrangement du locus IGK est improductif, une tentative
est faite sur le deuxi¢me all¢le, et si de nouveau aucun réarrangement productif n’est obtenu,
les génes V et J du locus IGL sont a leur tour réarrangés. Si aucun réarrangement productif de
chaine légeére n'est obtenu, la cellule mourra, & moins qu'elle ne soit sauvée par un

réarrangement secondaire.
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1.2.9 La différenciation des cellules B

Dans la moelle osseuse, les cellules B immatures IgM "™ sont soumises & une sélection
négative a 1’origine de leur tolérance vis-a-vis des molécules du soi. Un lymphocyte B
immature qui se lie a un antigéne du soi avec une forte affinité, soit meurt par apoptose, soit
réactive la recombinase RAG, entrainant des réarrangements secondaires des locus IGK et
IGL, et a moindre degré du locus IGH. Ceci permet au lymphocyte B de générer une nouvelle
chaine légere (et éventuellement une chaine lourde) et donc de changer la spécificité du

récepteur pour I’antigéne (processus appelé receptor editing) [64].

L’¢étape finale de la maturation dans la moelle osseuse correspond a la co-expression des IgM
et des IgD. Le lymphocyte IgM" IgD" est un lymphocyte B mature naif, capable de répondre a
I’antigene dans les tissus lymphoides périphériques (Figure 1.3). La cellule B activée prolifére
et se différencie en cellules sécrétrices d’anticorps (plasmocytes) et en cellules mémoire.
Deux types de réponses distinctes existent selon le type d’antigéne et 1’existence ou non de
contact avec les lymphocytes Th. Dans le cas d’une réponse indépendante des lymphocytes T,
la réponse est rapide et représente la premiere ligne de défense de I'immunité adaptative. Les
cellules B matures naives poursuivent leur différenciation dans la zone marginale des
ganglions lymphatiques. Les cellules B stimulées par les polysaccharides généralement
présents sur les pathogenes tels que les bactéries encapsulées, se différencient en plasmocytes
ou en cellules B mémoire. Dans le cas d’une réponse dépendante des lymphocytes Th, les
cellules B matures naives poursuivent leur différenciation a l’intérieur de ces centres
germinatifs qui sont des structures spécialisées des follicules. Les cellules B proliférent
rapidement et se différencient en centroblastes. Au cours de cette prolifération, un taux élevé
d’hypermutations somatiques sont introduites dans les régions V-J et V-D-J. Les centroblastes
migrent alors dans la zone claire, ou elles deviennent des centrocytes et stoppent leur division.
Ces centrocytes sont alors sélectionnés selon 1’affinité de leurs BcR, par contact avec des
antigénes a la surface des cellules folliculaires dendritiques. Les cellules ayant un BcR de
faible affinit¢é meurent par apoptose, tandis que les cellules de forte affinité recoivent un
signal de survie (processus de maturation d’affinité). Les centrocytes ainsi sélectionnés pour
leur affinit¢ pour un antigéne spécifique proliférent. Ils entrent en contact avec les
lymphocytes Th et subissent le phénomene de la commutation de classe (CSR) qui permet
l'expression des isotypes IgG, IgA, et IgE. Finalement ils se différencient en plasmocytes et

en cellules B mémoire.
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Au niveau moléculaire, les génes d’IG sont ainsi soumis dans les ganglions lymphatiques a 3
types de modifications: 1) le phénomene d’hypermutations somatiques (HMS) au niveau des
régions V-J et V-D-J, 2) la commutation de classe (CSR), et 3) la production d’IG sécrétées.
Les hypermutations somatiques et la commutation de classe sont initiées par la méme
enzyme, la cytidine déaminase (AID). Elle est présente dans les lymphocytes B activés. Il faut

noter que, chacun de ces événements peut se produire indépendamment 1’un de 1’autre.

1.3 Organisation et localisation chromosomique des locus et des
répertoires potentiels.

1.3.1 Le locus humain IGH

Le locus IGH humain est localis¢ sur le chromosome 14 [65], a la bande 14q32.33 du
bras long [66, 67]. Le locus IGH (Figure 1.17) comprend de 123 a 129 génes IGHV [68-73]
localisés sur une distance de plus de 900 kilobases (kb), dont 38 a 46 sont fonctionnels
(Tables 1.1, 1.2) et sont répartis en 6 a 7 sous-groupes. Le locus IGH comprend ¢galement 27
genes IGHD [74-77], dont 23 sont fonctionnels, disposés en tandem sur une distance de 9 kb,
tandis que le gene IGHD7-27 est situé¢ a 100 pb (paires de base) en 5° des génes IGHJ. Ily a9
genes IGHJ [77, 78] localisés sur une distance de 8 kb, dont 6 geénes sont fonctionnels.
Finalement, le locus IGH comprend 11 génes IGHC [57, 79-89] situés sur une distance de 300
kb et dont un est pseudogene et un est ORF. Les genes IGHC a I’exception du géne IGHGP
qui est ORF, sont précédés d’une séquence switch qui joue un role important dans la

commutation de classe.
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Figure 1.17: Représentation schématique du locus IGH chez I’homme. Le locus IGH comprend de 123 a 129
genes IGHV dont 38 a 46 sont fonctionnels, 27 génes IGHD, dont 23 sont fonctionnels et 9 génes IGHJ, dont 6
sont fonctionnels. Finalement, le locus IGH comprend 11 génes IGHC dont deux sont des pseudogénes. La
plupart des génes IGHC sont précédés d’une séquence de switch qui joue un réle important dans la commutation
de classe. Sont représentés en vert les génes V fonctionnels, en jaune clair les génes V ORF, en rouge les génes
V Pseudogenes, en bleu (carrés) les génes C fonctionnels, en bleu (traits) les génes D fonctionnels et en jaune
foncé les génes J fonctionnels [3] (avec la permission de M.-P. et G. Lefranc, IMGT®, http://www.imgt.org).
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Tableau 1.1: Nombre total de génes d’IG par génome haploide ([3] avec la permission de M.-P. et G. Lefranc, IMGT®, http://www.imgt.org).

Nombre total de

Locus locus Nombre d’orphons génes (incluant les
orphons)
Localisation D J c Nombre total de génes dans les
chromosomique locus (sans les orphons)
IGH 14q32.33 123-129 27 9 11° 170-176" 36° 206-212°
IGK 2pl1.2 40%ou)76 0 5 1 (46° ou) 82 25 (71% ou)-107
IGL 22ql1.2 73-74 0 7-11 7-11 87-96 7° 93-103

"Des délétions multigéniques, des duplications et triplications alléliques des génes IGHC ont été décrites chez des individus sains. Le nombre de génes IGHC peut varier de 5
(délétion I, dans la figure 1.17) a 19 (triplication III, dans la figure 1.17), par génome haploide.

°Comprend les 7 génes IGHV non localisés.

“inclut le géne ‘processé’ IGHEP2 localisé sur le chromosome 9 (9p24.2-p24.1).

“Nombre de génes dans le rare haplotype IGKV dépourvu du V-CLUSTER distal.

® Inclut le géne processé IGLJ-C/OR18

Les locus comprennent le locus IGH (14q32.33), le locus IGK (2p11.2), et le locus IGL (22q11.2). Ces génes sont impliqués dans la synthése des chaines
d’immunoglobulines. Les orphons sont localisés en dehors des principaux locus, et ne contribuent pas a la synthése des chaines d’1G.

25IGHV, 10 IGHD, 25 IGKYV, 4 IGLV, 2 IGLC orphons ont ét¢ identifiés.

Les deux genes ‘processés’ d’immunoglobulines décrits a ce jour, IGHEP2 et IGLJ-C/ORI18, ont été inclus avec les orphons, dans ce tableau.
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Tableau 1.2: Nombre de génes d’1G fonctionnels par génome haploide. (avec la permission de M.-P. et G. Lefranc, [3], IMGT®, http://www.imgt.org).

Nombre de genes
fonctionnels

Ordre de grandeur théorique de
la diversité combinatoire

Locus Localisation Taille des locus V
chromosomique (kb)
IGH 14q32.33 1250
1820
IGK 2pll.2
500°
IGL 22ql1.2 1050

76-84

40-44

23-25°

37-43

38 x 23 x6 = 5244 (m)
46 x 23 x 6= 6348 (M)

34 x 5 =170 (m)
38 x 5=190 (M)

17 x 5 =85 (m)°
19 x 5=95 (M)°

29 x 4 =116 (m)
33 x 5=165 (M)

“I1 existe des haplotypes avec délétions multigéniques (voir figure 1.17). Le nombre de génes fonctionnels IGHC est de 5 (délétions I, I1I, et V), 6 (délétions IV et VI), ou 8
(délétion II), par génome haploide. Dans le cas des haplotypes avec duplication ou triplication multigénique, le nombre de génes fonctionnels IGHC par génome haploide

n’est pas connu.

®Dans le rare haplotype IGKV dépourvu du V-CLUSTER distal.

L’ordre de grandeur théorique de la diversité combinatoire prend en compte le nombre de génes V, D et J minimum (m) et maximum (M) dans les principaux locus IGH, IGK

et IGL.
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1.3.2 Le locus humain IGK

Le locus IGK humain est localisé¢ sur le chromosome 2 [90], sur le bras court, a la
bande 2p11.2 [91]. Le locus kappa (IGK) (Figure 1.18) comprend 76 genes IGKV [92-98]
dont 34 a 37 sont fonctionnels qui appartiennent a 5 sous-groupes. Il existe 5 genes IGKJ [92,
98, 99] situés en 3' des genes IGKV et a 2,5 kb en 5' de I'unique géne IGKC [100] qui code la
région constante (C) des chaines légéres kappa (Tables 1.1, 1.2).

Locus humain (Homo sapiens) IGK sur le chromosome 2 (2p11.2)
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Figure 1.18: Représentation schématique du locus IGK chez I’homme. Le locus IGK comprend 76 génes IGKV
dont 34 a 37 sont fonctionnels, 5 génes IGKJ et un unique géne IGKC [3] (avec la permission de M.-P. et G.
Lefranc, IMGT®, http://www.imgt.org).

1.3.3 Le locus humain IGL

Le locus IGL humain est localisé sur le chromosome 22 [101], sur le bras long, a la

bande 22q11.2 [102]. Le locus lambda (IGL) (Figure 1.19) comprend de 70 a 74 geénes IGLV
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[92, 103-107] dont 29 a 35 sont fonctionnels qui appartiennent a 10 sous-groupes (Tables 1.1,
1.2). Le nombre de genes IGLC varie chez I'homme de 7 a 11, dont 4 au moins sont
fonctionnels et sont en tandem sur une distance de 50 kb a 70 kb. Chaque géne IGLC
fonctionnel est précédé en 5' d'un géne IGLJ [108-111] situé a 1,5 kb.

Locus humain (Homo sapiens) IGL sur le chromosome 22 (22q11.2)
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Figure 1.19: Représentation schématique du locus IGL chez I’homme. Le locus IGL comprend 70 a 74 génes
IGLYV dont 29 a 35 sont fonctionnels. Le nombre de génes IGLC varie chez 'homme de 7 a 11, dont 4 au moins
sont fonctionnels, et chaque géne IGLC fonctionnel est précédé en 5' d'un géne IGLJ situé a 1,5kb [3] (avec la
permission de M.-P. et G. Lefranc, IMGT®, http://www/imgt.org).

1.4. Concepts IMGT de description et de numérotation
1.4.1 Concepts de description: prototypes

Afin de décrire de maniere standardisée les récepteurs d’antigénes, IMGT® a établi
des régles basées sur les concepts d’ IMGT-ONTOLOGY [12, 13]. Dans cette section, nous
citons les principaux ‘labels’ (en majuscules) couramment utilisés pour la description des IG.
Les IG sont des hétérodimeres constitués de quatre chaines polypeptidiques, deux chaines
lourdes (H) transmembranaires dont la région constante définit la classe ou isotype d’IG et

deux chaines 1égéres (Figure 1.2 et Figure 1.20).
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Figure 1.20: présentation schématique d’une IG (IgG1 humaine) (A) Une IgG1 est constituée de deux chaines
lourdes identiques et deux chaines 1égéres identiques L-KAPPA et H-GAMMA ou L-LAMBDA. Chaque chaine
légére comporte deux domaines: VL (V-KAPPA ou V-LAMBDA) et CL (C-KAPPA ou C-LAMBDA); chaque
chaine lourde comporte les domaines VH, CHI1, CH2, CH3, les régions CO, TM et CY (respectivement
CONNECTING-REGION, TRANSMEMBRANE-REGION et CYTOPLASMIC-REGION). V, D et J indiquent
les séquences codées par chacun des génes réarrangés pour chaque chaine (V-D-J pour les chaines lourdes et V-J
pour les chaines 1égéres), respectivement V-REGION, D-REGION et J-REGION; C indique la C-REGION. Les
2 fragments Fab (liaison avec 1’antigene par les domaines variables) et le fragment Fc (propriétés effectrices)
obtenus par la digestion de la papaine sont respectivement indiqués par un fond jaune et gris. (B) Structure 3D
d’une IG (IgG1 humaine). Les régions CO, TM et CY non présentes dans la structure 3D ne sont pas montrées
(avec la permission de IMGT®, http://www.imgt.org).

Ces chaines sont caractérisées par leur poids moléculaire: par exemple respectivement 50
kilodaltons (Kd) et 25 Kd pour H-GAMMA et L-KAPPA (ou L-LAMBDA) [112]. La
digestion enzymatique d’une IG par la papaine produit 2 fragments Fab (‘antigen binding’) et
1 fragment Fc (‘cristallisable’). Les chaines lourdes des IG membranaires sont constituées
d’un domaine variable (VH), d’une région constante comprenant trois ou quatre domaines
constants (CH), d’une région charni¢re ou HINGE (excepté pour les IgM et IgE), d’une
région de connexion (CONNECTING-REGION, CO) d’une région transmembranaire
(TRANMEMBRANE-REGION, TM) et d’une courte région cytoplasmique
(CYTOPLASMIC-REGION, CY) (Figure 1.20 Les chaines lourdes des IG sécrétées (Figure
1.2) sont dépourvues des régions CO, TM et CY.

Le domaine variable (VH) est codé par la V-D-J-REGION issue du réarrangement de 3 genes,
variable (V), diversity (D) et joining (J). Chaque région constante est codée par un géne
comprenant 3 ou 4 exons, suivant le nombre de domaines CH, plus un ou plusieurs (pour les
IgG3) petits exons pour la région charniére quand celle-ci existe (les IgM et les IgE en sont

dépourvues). Les chailnes légeres kappa ou lambda comprennent un domaine variable
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respectivement V-KAPPA ou V-LAMBDA, cod¢ par la V-J-REGION issue du réarrangement
d’un gene V et d’un gene J et d’un domaine constant respectivement C-KAPPA ou C-

LAMBDA.

La description standardisée des séquences a permis de définir des prototypes (Figure 1.21)

pour I’ADNg (V-D-J-GENE) et I’ ADNc (L-V-D-J-C-SEQUENCE).

ADNg
V-D-J-GENE C-GENE
e Y
' D-REGION :
N1-REGION | N2-REGION
L-INTRON-L V-REGION \ | /J-REGION
T T — 1 CH1
5'UTR JUTR 7
77
INIT-CODON L g 3
L-PART1 L-PART2 V-D-J-REGION cDSGT
DONOR-SPLICE 1 '
ACCEPTOR-SPLICE V-D-J-EXON
ADNc L-V-D-J-C-SEQUENCE
' D-REGION
N1-REGION | N2-REGION
V-REGION \ | /J-REGION
1

SUTR

INIT-CODON L a : : M L
L-REGION V-D-J-REGION -

C-REGION

Figure 1.21: Prototypes V-D-J-GENE et L-V-D-J-C-SEQUENCE. Ces prototypes correspondent a
I’organisation moléculaire des séquences réarrangées IGH de I’ADN génomique (ADNg) et de I’ADN
complémentaire (ADNc). Dans I’ADNg, la séquence réarrangée comprend deux exons: le L-PART1 et le V-D-J
EXON. Le V-D-J EXON code le L-PART2 et la V-D-J-REGION. Dans I’ADNc, la L-V-D-J-C-SEQUENCE
comprend la région codante compléte (L-REGION, V-D-J-REGION et C-REGION). La V-D-J-REGION code le
domaine VH. Le V-DOMAIN est constitué de 4 FR-IMGT et de 3 CDR-IMGT. Les acides aminés conservés
sont indiqués, 1st-CYS 23, CONSERVED-TRP 41 et 2nd-CYS 104 (avec la permission de IMGT®,
http://www.imgt.org).

Le V-DOMAIN est une unité structurale caractérisée par un repliement en sandwich beta,
constitué de 9 brins beta antiparalléles (A, B, C, C’, C’°, D, E, F et G) organisés en deux
feuillets [3] (Figure 1.20, Figure 1.22). Les deux feuillets sont maintenus par un pont disulfure
entre les brins B et F de deux cystéines trés conservées 1st-CYS 23 et 2nd-CYS 104. Le V-
DOMAIN est constitué¢ de 4 régions relativement invariantes appelées régions charpentes ou
framework (FR-IMGT) qui ont pour role de maintenir la structure du domaine variable, et 3
régions hypervariables (complementarity determining region) CDR-IMGT qui forment des
boucles et constituent le site de liaison a 1’antigéne et conférent la spécificité de I’anticorps.

Le CDR3-IMGT est celui qui présente la plus grande variabilité. Il correspond en effet a la
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jonction des génes V, (D) et J et contribue le plus a la spécificité de la reconnaissance et de la
liaison a I’antigéne. La JUNCTION correspond au CDR3-IMGT avec ses deux ancres 2nd-
CYS 104 et J-PHE 118 (VL) ou J-TRP 118 (VH).

N-terminys
26}

Germinus

Figure 1.22: Structure 3D des V-DOMAIN des IG. Les V-DOMAIN sont constitués de 2 feuillets; le pont
disulfure entre les brins B et F est impliqué dans le maintien de la structure de ce domaine.

Un C-DOMAIN est une unité structurale caractérisée par un repliement en sandwich beta,
constitu¢ de 7 brins beta antiparalleles (A, B, C, D, E, F et G) organisés en deux feuillets. Les
deux feuillets sont maintenus, comme dans le domaine V, par un pont disulfure, entre les
brins B et F, entre 1st-CYS 23 et 2nd-CYS 104. Les brins C’ et C”’ et le CDR2-IMGT sont

absents et remplacés par un brin tranversal CD.

1.4.2 IMGT unique numbering et IMGT Collier de Perles

La numérotation unique des V-DOMAIN [14] (Figure 1.21) établie par Marie-Paule
Lefranc en 1997 [14, 113, 114] a permis pour la premiére fois de standardiser la description
des domaines V quels que soient le type de récepteur, le type de chaine et 1’espéce. De plus,
ces caractéristiques sont valables aussi bien pour les séquences que pour les structures 3D
(Figure 1.20, Figure 1.22). Les acides aminés conservés comprennent les deux cystéines en
position 23 (1st-CYS) et 104 (2nd-CYS) (impliquées dans le pont disulfure), un trytophane en
position 41 (CONSERVED-TRP) et un acide aminé hydrophobe en position 89. La

numérotation unique a permis de définir avec précision les positions de début et de fin des
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FR-IMGT et des CDR-IMGT. En particulier la longueur des CDR-IMGT devient en soi une
information importante dans la description des V-DOMAIN. Chaque position est donc
associée a une localisation structurale et parfois a une propriété physico-chimique. Il est
possible de visualiser les V-DOMAIN et leur relation avec la numérotation unique sous forme
de IMGT Colliers de Perles (Figure 1.23) [115, 116]. La numérotation unique des V-
DOMAIN a de nombreux avantages. Elle permet d’une part de décrire les mutations, le
polymorphisme allélique et les hypermutations somatiques de fagon standardisée, mais

¢galement de visualiser la topologie d’un domaine en 1’absence de structure 3D.

Al EIT cl G'T c"l DT

Figure 1.23: IMGT Collier de Perles d’'un V-DOMAIN. Domaine V d’une chaine lourde humaine (AB012909),
représenté sur un plan (a gauche) et sur deux plans (a droite); les CDR-IMGT sont colorié¢s en rouge (CDR1-
IMGT), orange (CDR2-IMGT) et violet (CDR3-IMGT). Les acides aminés conservés sont écrits en rouge. Les
acides aminés hydrophobes et les résidus tryptophane présents dans plus de 50% des séquences analysées sont
représentés en bleu. Les résidus proline sont en jaune. Les positions délimitant les CDR-IMGT sont représentées
sous forme de carrés; ces positions appartiennent aux FR-IMGT. Les positions hachurées correspondent a des
positions non occupées dans ce domaine, par rapport & la numérotation unique IMGT. Les fléches indiquent
I’orientation des brins et leurs labels (avec la permission de IMGT®, http://www.imgt.org).
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CHAPITRE 2

Leucéemies lymphoides chroniques

La leucémie lymphoide chronique (LLC) est la plus commune des leucémies chez
I'adulte en occident. Elle a pour origine une accumulation de lymphocytes B monoclonaux
matures dans le sang périphérique ou sang circulant, la moelle osseuse, et les organes
lymphoides secondaires (ganglions lymphatiques, rate) [117, 118]. L’¢évolution clinique de la
LLC est extrémement variable: les courbes de survie peuvent aller de quelques mois a
plusieurs décades. Certains patients n'ont aucun signe clinique pendant toute 1'évolution de la
maladie, et ont une survie semblable aux sujets sains du méme age et du méme sexe. En
revanche, d’autres patients auront une aggravation rapide de leur hémogramme, un
envahissement ganglionnaire et une altération de leur état général nécessitant des traitements.
Actuellement, aucun traitement ne peut €tre considéré comme curatif et tous les patients
atteints de LLC mourront avec ou a cause de leur maladie. Au cours des dix derniéres années,
des apports considérables dans la connaissance de 1'évolution et 1’origine des cellules
leucémiques ont permis de redéfinir la maladie. La LLC se différencie en deux sous-types de
maladie, les deux ayant pour origine des lymphocytes B matures mais qui différérent par 1'état
mutationnel des geénes IGHV réarrangés. Il existe également un défaut constitutif de
l'apoptose pour ces cellules leucémiques qui s'accumulent dans 1’organisme. Ces derniéres
années, la recherche sur la LLC a donné lieu a d'importantes découvertes qui permettent de
pronostiquer la maladie chez les patients au moment du diagnostic. Ces découvertes
correspondent a de nouveaux marqueurs moléculaires et protéiques des lymphocytes
leucémiques. Ils sont utilisés pour classifier les patients et évaluer le pronostic, correspondant
a des évolutions cliniques différentes (maladie agressive ou indolente), et ainsi adapter les
traitements. Ceci est d’autant plus important que la LLC reste, & ce jour, une pathologie

incurable.
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2.1 Présentation clinique

2.1.1 Incidence et prevalence

La LLC est la plus fréquente des leucémies chez 'adulte en Europe et en Amérique du
Nord, alors qu’elle est rare sur le continent asiatique. La LLC représente 25 a 30% de toutes
les leucémies [118], et environ 15.000 nouveaux cas sont diagnostiqués chez les adultes aux
Etats-Unis chaque année [119, 120]. La LLC est plus commune chez ’homme que chez la
femme, avec un sexe ratio d’environ deux hommes pour une femme [118]. Le taux
d’incidence tourne autour de 2 a 6 nouveaux cas pour 100.000 individus par an et augmente
avec I’age, pour atteindre 12,8 nouveaux cas pour 100.000 individus par an a 65 ans. Elle
atteint principalement les sujets agés de plus de 60 ans. Néanmoins environ un tiers a moins
de 60 ans. La LLC est extrémement rare au-dessous de 40. La moyenne d'age se situe autour
de 65 ans [118]. Récemment, une augmentation de 1’incidence parmi les jeunes individus a
¢été rapportée: 1/3 des nouveaux cas diagnostiqués avant 1’age de 55 ans [121]. En dépit de la
découverte de I'augmentation de 1'incidence chez les individus ‘jeunes’, cela n’améne pas de
changement substantiel sur I’incidence générale de la maladie [122]. La prévalence de la
LLC, c'est-a-dire le nombre de personnes vivantes atteintes actuellement de la LLC, reste

autour de 30 a 50 individus pour 100.000 (0,03—-0,05%).

2.1.2 Facteurs de risque

Les facteurs environnementaux ne semblent pas jouer un rdle important dans la
pathogénie de la maladie. La LLC est la seule leucémie pour laquelle il n'a pas ét¢ mis en
¢vidence de corrélation avec l'irradiation ou I’exposition a des composants chimiques. A
I’inverse les facteurs génétiques semblent jouer un réle dans la pathogénie de la maladie. En
effet, l'incidence varie selon les pays. Elle représente 3,5% de toutes les leucémies de 'adulte
au Japon, alors qu’elle atteint jusqu'a 38% au Danemark. Ce faible taux d’incidence dans les
populations orientales est maintenu dans les populations migrantes et chez leur descendance,
ce qui permet d’exclure 1’existence de phénomenes environnementaux ayant un effet sur les
prédispositions génétiques [122, 123]. De plus, des études épidémiologiques récentes
démontrent I’existence, dans 5 a 10 % des cas, de prédispositions familiales [124-126], avec
au moins deux individus infectés dans une méme famille. Le risque de développer la LLC est
2 a 7 fois plus important dans le cas d’une prédisposition familiale, comparé a la population
en général [127]. Cette prédisposition familiale est accompagnée par ce que 1’on appelle un

phénomene d’anticipation [126, 128-130], c'est-a-dire une apparition précoce de la maladie
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avec une évolution plus sévere pour les descendants des patients atteints de LLC. En dépit de
ces caractéres, la LLC familiale est en termes clinique, moléculaire et biologique, trés

similaire aux cas classiques.

2.2 Diagnostic

2.2.1 Lymphocytose sanguine

Cette hémopathie est le plus souvent découverte au cours d'un examen systématique
chez un patient sans symptome apparent [117, 131]. Elle repose sur la découverte d'une
hyperlymphocytose sanguine (augmentation du nombre de lymphocytes) supérieure au seuil
de >5x10° lymphocytes/L persistante sur plusieurs semaines ou mois. La lymphocytose trés
variable d’un patient a I’autre, est en moyenne de 30x10°L™", mais peut atteindre des chiffres

beaucoup plus élevés (> 200x10°L™).

2.2.2 Aspect cytologique du sang

L'examen morphologique du frottis sanguin constitue I'étape initiale de ce diagnostic et
oriente la stratégie des examens ultérieurs. La lymphocytose est constituée de petits
lymphocytes matures trés proches du petit lymphocyte normal. Toutefois, quelques atypies
sont notées: une chromatine moins dense ou trés sombre, disposée en grosses mottes et sans
nucléole visible. Quelques fois a I’inverse, par un examen attentif du frottis, il est retrouvé des
cellules de grandes tailles avec un noyau régulier mais avec une chromatine plus fine et
parfois nucléolée et au cytoplasme plus étendu, d’allure prolymphocyte [132]. Ce contingent
de cellules anormales ne doit pas dépasser 10% des éléments de la formule sanguine pour
porter le diagnostic de LLC (entre 10 et 55%, il s’agit de LLC mixte, au-dessus de 55% de
leucémie prolymphocytaire ou LPL). Les anomalies des autres lignées lymphocytaires,
entrainant anémie et thrombopénie, ont une valeur pronostique considérable. FElles
apparaissent comme signes majeurs de gravit¢ et de mauvais pronostic dans toutes les
classifications. Néanmoins les lignées granuleuses, érythroides et plaquettaires sont normales
dans une forme débutante de la maladie. Le myélogramme par ponction sternale permet de
compléter le diagnostic. Il permet de déterminer si la moelle osseuse présente une forte

infiltration lymphocytaire (>30%).
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2.2.3 Margueurs de membrane (Immunophénotype)

L’examen immunophénotypique des lymphocytes est actuellement indispensable pour
porter le diagnostic de la LLC. En effet, ces cellules portent des marqueurs caractéristiques de
la lignée B (Table 2.1), en particulier le CD19 (Cluster of Differentiation). Le caractére
monotypique de la prolifération est révélé par I'expression d'une seule chaine légere d'IG,
kappa ou lambda. Les IG membranaires sont faiblement exprimées a la surface de la cellule
leucémique et sont plus fréquemment de type IgM + IgD (dans une plus faible proportion les

I¢G ou IgA) [133, 134].

Tableau 2.1: Immunophénotypage de la Leucémie Lymphoide Chronique déterminé par cytométrie en flux.

Marqueurs | Intensité des IG de surface CD19 | CD22 |CD23 | FMC7
LLC Faible + - + -

Marqueurs CD5 | CD10 | CD25 |CDI1 |CDl103 | CD79
LLC + - +/- - - -

+ : exprimé dans la majorité des cas
+/-: exprimé dans la minorité des cas
-: non exprimé dans la majorité des cas

Une autre caractéristique importante est la présence du CD5 [135]. Le CD5 est un marqueur
des lymphocytes T et d'une sous population lymphocytaire B rare (< 5%) chez l'adulte mais
majoritaire dans le sang du nouveau né. Le CDS5 est ¢également observé dans les lymphomes
du manteau (catégorie de lymphome non hodgkinien ou LNH, cancer du systéme
lymphatique) et, dans environ, la moitié des leucémies prolymphocytaires. La présence,
presque constante, a la surface de ces cellules lymphoides de la LLC du marqueur d’activation
CD23, plus rarement du CD25 (récepteur de faible affinité pour I’interleukine 2) et du CD71
(récepteur pour la transferine) révele qu’il s’agit de cellules activées ou préactivées. En
revanche, le FMC7 (épitope du CD20), le CD22 et le CD79B sont peu ou pas exprimés. La
co-expression de CDS5 avec CD23 est pratiquement spécifique de la LLC, ce qui aide a
distinguer la LLC des autres leucémies/lymphomes exprimant le CDS5, tel que le lymphome
du manteau (MCL, mantle cell lymphoma).

Les lymphocytes de la LLC présentent un phénotype spécifique et homogene. Un systéme
simple basé sur 1’étude de ces marqueurs et de ces caractéristiques immunologiques a donc
¢été défini pour aider a la discrimination de la LLC: le score de Matutes (Table 2.2) [133, 134,

136]. Il donne une valeur de 1 a chacun des ¢éléments suivants: expression de CD5 et du
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CD23, non expression du FMC7 et du CD79B, faible expression d’une seule
immunoglobuline membranaire (caractére monotypique) kappa (60% des cas) ou lambda
(40% des cas). La LLC se définit par un score de Matutes supérieur ou égal a 4. Un score a 3
correspond généralement a une «LLC atypique». Les scores < 3 permettent de caractériser les
autres syndromes lymphoprolifératifs chroniques B (LPL, HCL...). Un score inférieur a 3
exclut formellement le diagnostic de la LLC [134]. D’autres marqueurs peuvent s'exprimer
sur les cellules B de la LLC, en particulier le CD38, marqueur de prolifération dont la valeur
pronostique péjorative est associée a un mauvais pronostic. Ce fait a ét¢ démontré par

plusieurs groupes [137-140].

Tableau 2.2: Evaluation du score de Matutes. Systéme de score du Royal Marsden Hospital (score de Matutes):
les LLC classiques ont un score de 5 ou 4. IGm: Immunoglobuline membranaire. +: Expression; -: Aucune
expression.

Marqueurs 1 Point 0 Point
IGm Faible expression ~ Expression normale
CD5 + -
CD23 + -
FMC7 - +

CD22,CD79  Faible expression  Expression normale

2.2.4 Conclusion

Deux examens sont donc nécessaires et suffisants pour établir le diagnostic de la LLC:
une numération sanguine avec cytologie et un phénotype lymphocytaire sanguin [141]. Selon
les critéres du National Cancer Institute-Working group (NCI-WG) criteria [136], la LLC

peut étre diagnostiquée si les conditions suivantes sont respectées:

(1) Une lymphocytose >5x10° L de petits lymphocytes matures dans le sang
périphérique depuis plus d’un mois.
(2) L’immunophénotype détecté par cytométrie de flux, doit respecter les caractéres
suivants:
a. Expression d'une seule chaine Ilégeére d'immunoglobuline (kappa ou
lambda).
b. Co-expression des marqueurs CD19, CDS5 et CD23.
c. Expression faible des immunoglobulines membranaires et une expression

faible ou absence d’expression de CD79B.
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Ce phénotype particulier a été proposé dans le passé comme faisant partie d’un systéme de
score de la LLC (score de Matutes) [133, 134]. Dans le cas d’une lymphocytose inférieure a
5x10° L™, une biopsie de la moelle osseuse peut étre effectuée pour confirmer le diagnostic.
Néanmoins, 1’examen de la moelle épiniere n’est pas considéré comme nécessaire pour le

diagnostic [136].

2.3 Physiopathologie de la LLC

La LLC se présente comme un petit lymphocyte mature au rapport cytoplasmique élevé
exprimant CD5, CD23 et les immunoglobulines IgM et IgD. En se basant sur ces
caractéristiques cytologiques et phénotypiques, elle a longtemps ¢été considérée comme
dérivant d'un lymphocyte B naif au repos. Les études génétiques et phénotypiques de ces
dernieres années ont bouleversé ce concept et démontré que la cellule de LLC n'est pas naive.
La rencontre avec un antigéne est un événement majeur dans le développement d’un
lymphocyte B. Dans la LLC sont retrouvées des cellules B présentant des mutations
somatiques et d’autres sans mutations somatiques. En effet, les génes V des IG sont non
mutés (identiques aux genes germline) dans un peu moins de la moiti¢ des cas et présentent
des mutations somatiques dans ’autre moitié. Le lymphocyte de la LLC ressemble plus a un
lymphocyte B mémoire. De plus, d’autres éléments phénotypiques ou moléculaires plaident
contre le caractére naif du lymphocyte de la LLC, avec en particulier, 1'expression constante
du marqueur B mémoire CD27. Enfin, le lymphocyte de la LLC exprime le plus souvent des
IgM et IgD. Cependant, une fraction du clone poursuit, in vivo, un processus dynamique de
switch conduisant a I’expression d’IgG ou d’IgA. 1l est, ainsi aujourd’hui, établi que la cellule
de la LLC a fait I’expérience de I’antigéne. Cette rencontre avec I’antigéne serait une étape
déterminante de la leucogenése. La LLC est définie par la prolifération monoclonale d'une
population mature de lymphocytes B (il peut s'agir d'un lymphocyte de type T dans 5% des
cas) qui vont envahir progressivement le sang, les organes lymphoides et la moelle osseuse.
Les mécanismes cellulaires, induisant la transformation des lymphocytes B en cellules

leucémiques de LLC et leur prolifération, restent imparfaitement connus.

2.3.1 Diminution de I'apoptose

Il est admis qu'il existe dans les lymphocytes B de LLC une dérégulation des geénes

impliqués dans l'apoptose, alors que les génes impliqués dans la régulation du cycle cellulaire
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ne sont pas affectés [142-144]. Une des caractéristiques importantes du lymphocyte de LLC
est la présence d'une surexpression de la protéine anti-apoptotique Bcl-2, dont les mécanismes
restent a éclaircir. Dans la majorité des cas, la région promotrice du geéne est hypométhylée
[145] ce qui peut contribuer a une augmentation de la transcription de cette protéine, et par
conséquent a une résistance constitutive a l'apoptose. Il n'est pas encore expliqué si ce
phénomeéne est acquis durant la leucogenése ou si la LLC provient de cellules hyperexprimant
cette protéine. La présence de la surexpression de Bcl-2, chez la majorité des patients, est
associée a d'autres dérégulations de protéines de la méme famille, tel que Mcl-1. De plus,
deux microRNAs régulent négativement Bcl-2, miR-15a et miR-16-1 (situés en 13q14.3) et
sont, dans la majorit¢ des LLC, dé¢létés ou hypoexprimés [146, 147]. Toutefois, il est
important de considérer que d'autres régulateurs classiques de 'apoptose, tels la P53 et ATM

sont également altérés dans les cellules leucémiques [148, 149].

2.3.2 Prolifération

Outre un dysfonctionnement des mécanismes de l'apoptose observé chez tous les
patients atteints de LLC, plusieurs indices permettent de mettre en évidence une part
proliférative dans la population B leucémique. Cette prolifération a été mise en évidence dans
la moelle osseuse et dans les ganglions, au sein des centres de prolifération ou
pseudofollicules [150]. Les cellules de LLC présentent une part proliférative avec un taux de
croissance compris entre 0,1 et 1% de clone par jour [150], dans certains cas il peut étre
supérieur & 1%, ce qui conduit pour un patient possédant approximativement 10" cellules
leucémiques, a la fabrication par jour de 10” a 10'° nouvelles cellules leucémiques. Ce taux de
division cellulaire est suffisant pour permettre I'apparition de nouveaux clones. Il existe une
association entre les taux d'apparition de cellules leucémiques et la progression de la maladie.
Ainsi le taux d'apparition des cellules peut étre un facteur clinique significatif car il reflcte la
capacité proliférative des cellules leucémiques et leur potentiel a promouvoir les 1ésions de

I'"ADN.

2.3.3 Role de la stimulation antigenique du récepteur des cellules B (BcR)

Les récepteurs des cellules B (BcR) jouent un rdle trés important dans le développement
de la LLC. Il semblerait que la stimulation antigénique, serait un facteur important dans le
déclenchement de la prolifération et dans l'inhibition de l'apoptose des cellules de LLC
(Figure 2.1). Les effets de la stimulation antigénique étant différents selon la LLC, ils

aboutiraient a des évolutions cliniques différentes.
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Figure 2.1: Role de la simulation d’antigéne dans la LLC, d’aprés Chiorazzi et coll [117]. Les cellules B des
patients qui ont des marqueurs pronostiques défavorables (a gauche de la figure) sont stimulées par des antigénes
au niveau du BcR. La balance dynamique des signaux positifs et négatifs délivrés par le récepteur B et des
signaux de survie transduits par I’'IgD et délivrés par d’autres cellules, des cytokines et des chimiokines, va
déterminer si la cellule leucémique prolifére ou entre en apoptose. Les cellules B des patients avec LLC qui ont
des marqueurs pronostiques favorables (a droite de la figure) sont moins capables de déclencher 1’apoptose, la
survie et la prolifération, car elles présentent une incapacité soit a lier I’antigéne en raison de changements au
niveau du BcR, conséquences de mutations du domaine VH de I’'IG, soit d’un défaut de transmission du signal
par ce récepteur.

Les structures des BcR des cellules de LLC de divers patients sont trés proches, ce qui
suggere que les antigénes qui se lient a ces récepteurs sont également trés proches voire
semblables et sont déterminants dans la pathogenése de la maladie [151, 152]. Ces
ressemblances signifiant qu'un nombre restreint d'antigénes est capable d'induire la division
des lymphocytes B leucémiques et d'augmenter la fréquence de survenue des mutations de
I’ADN. La nature de ces antigeénes reste, jusqu'a ce jour, encore inconnue. Il est possible
d'émettre I'hypothése que des virus latents ou des bactéries commensales activent
répétitivement des clones de cellules B spécifiques par leur BcR. La LLC serait, alors, la
conséquence directe ou indirecte d'infections spécifiques et serait entretenue par celles-ci

d'une maniére semblable a ce qui a été décrit pour les lymphomes gastriques qui évoluent en
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réponse a Helicobacter pylori [153]. D'autre part, des antigénes de l'environnement ou des
auto-antigénes pourraient entrainer une expansion clonale. Les cellules de LLC ont
fréquemment des récepteurs polyréactifs qui lient de multiples antigénes, incluant les auto-
antigénes [154-157], ce qui permet leur stimulation simultanée par des auto-antigénes et des
antigénes microbiens. Les cellules de LLC ont longtemps été considérées comme anergiques
[152]. Or depuis peu, il a été montré que les cellule B de LLC peuvent étre activées par le
récepteur [158-160] et tout particulicrement dans le cas de LLC non mutées [161-163]. Les
cellules qui ne répondent pas a la stimulation du BcR peuvent étre figées dans un stade ou
méme les lymphocytes B normaux ne réagiraient pas a l'antigéne [151]. Alternativement, ces
cellules peuvent étre anergiques, certainement en raison d'une expérience antigénique
antérieure [152], elles peuvent devenir incapables de répondre a la stimulation d'antigénes di
a un changement dans la structure des BcR par des mutations somatiques ou parce qu'elles ont
une incapacité a rentrer en contact avec les antigénes in vivo [151]. Finalement, cette
incapacité a transmettre le signal pourrait étre due a un trés faible taux de BcR exprimés a la
surface des cellules de LLC ou a un défaut d'assemblage entre les différentes protéines du

BcR (IGm et ses corécepteurs CD79A/CD79B) [164-166].

Une fois la transduction du signal initiée par le BcR, la cellule va progresser dans le cycle
cellulaire ou mourir. La stimulation par une IgM a la surface des cellules de LLC peut
entrainer [160] ou inhiber [167] I'apoptose (Figure 2.1), tandis que la stimulation par une IgD
de surface inhiberait I'apoptose [160, 168]. Cette différence reste a I'heure actuelle
inexpliquée. En conséquence, 1'évolution finale de chaque cellule de LLC dépendrait de la
balance entre ces signaux [117, 151, 169].

Parallélement a la stimulation du BcR, il est probable que d'autres facteurs entrent en jeu
favorisant probablement la croissance des cellules B, comme par exemple, par des contacts
directs de cellule a cellule ou par des facteurs solubles [117, 169]. La résistance spontanée a
I’apoptose, in vivo, qui définit la maladie, et a I’inverse 1’augmentation spontanée de
I’apoptose lorsque les cellules sont cultivées ex vivo, impliquent que ces cellules ont perdu
des facteurs nécessaires a leur survie. En effet, les interactions avec les cellules stromales
[170] ou avec les cellules murse-like' [171] a travers le récepteur chemokine, leur permettent
d’échapper a ’apoptose par contact direct de cellule a cellule [172]. De la méme facon, les
interactions entre CD38 et son ligand naturel le CD31 permettent aux cellules leucémiques
d'échapper a I'apoptose in vitro et probablement in vivo. L’interaction CD38/CD31 de surcroit

favorise la croissance de la population leucémique, car le contact de ces deux molécules
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entraine 1’expression du récepteur CD100, une sémaphorine impliquée dans le maintien de la
croissance cellulaire des cellules qui proliferent [137, 173]. Les cellules T activées, ou
d'autres cellules exprimant le CD40 ligand (CD40L), favorisent également la prolifération des
cellules leucémiques. Finalement, les cytokines telles que l'interleukine 4, le facteur de
croissance «vascular endothelial growth factor» [174, 175] (VEGF) et les chimiokines telles
que SDFI1 favorisent l'expansion des clones de LLC. Ces signaux réglent la balance entre les
signaux anti-apoptotiques et pro-apoptotiques en faveur de la survie cellulaire. Il y a une
augmentation de l'expression des genes anti-apoptotiques Bcl2, et Mcl-1 dans les cellules
leucémiques [176, 177].

Parce que la prolifération d'un clone dépend également, d'une variété d'interactions avec
l'environnement, les variations qui résultent de ces interactions avec les cellules leucémiques

peuvent étre responsables de changements dans 1'évolution clinique de la maladie.

2.3.4 Origine cellulaire de la LLC

Une des avancées majeures dans la compréhension de la LLC est survenue quand
différents groupes de recherche ont indépendamment démontré que le taux de mutations
somatiques dans les génes réarrangés, codant les domaines variables des chaines lourdes (VH)
des IG, permet de subdiviser la maladie en deux groupes distincts avec des évolutions
cliniques différentes [178, 179]. Les IG des cellules de LLC, dont les génes IGHV réarrangés
ont un pourcentage d’identité inférieur a 98% par comparaison avec les séquences germline
les plus proches, sont dites «mutées» et sont généralement liées a une maladie plus indolente
et un pronostic favorable. Les geénes IGHV réarrangés, avec un pourcentage d’identité
supérieur a 98%, sont dits «non mutés» et liés a une maladie agressive et a un pronostic
défavorable [178, 179]. Ces ¢éléments permettraient de définir la LLC non plus comme une
entité unique mais comme l'existence de deux sous-types de maladies dérivant de deux
origines cellulaires différentes, mutées et non mutées, ou de deux stades de différenciation
associés a une évolution clinique différente [7]. Les cellules aux IG mutées (pronostic
favorable) auraient une origine post-centre germinatif, et dériveraient de cellules des centres
germinatifs ou de cellules des zones marginales, et par des mécanismes dépendant ou non des
cellules T. Tandis que les cellules non mutées (pronostic défavorable) proviendraient d'une
cellule naive d’origine pré-centre germinatif ou de cellules B des zones marginales, activées
par des mécanismes indépendant des cellules T.

D'autre part, I'expression du répertoire des genes IGHV, IGKV et IGLV des cellules de LLC
est biaisée et se distingue du répertoire des cellules B normales [6, 117, 151, 152, 180, 181].
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Ce biais est caractérisé, dans la LLC, par une utilisation préférentielle de certains genes IGHV
par rapport aux cellules B normales [180, 181]. Les genes IGHV les plus fréquents dans la
LLC sont IGHV1-69, IGHV3-7, IGHV3-23 et IGHV4-34. Certains genes: IGHV1-69,
IGKV1-33/1D-33 et IGLV3-21, sont préférentiellement utilisés dans les réarrangements non
mutés, alors que d'autres genes: IGHV4-34, IGKV2-30 et IGLV2-8, sont plus fréquents dans
les réarrangements mutés. Les mutations somatiques ne semblent pas se produire de fagon
uniforme entre les génes IGHV. Par exemple, le gene IGHV1-69 est réguliérement signalé
avec trés peu de mutations a I’inverse des génes IGHV3-7, IGHV3-23 et IGHV4-34 qui, sont
généralement trés mutés.

Récemment, différentes équipes ont démontré (Rosenquist, Stamatopoulos) 1'existence dans la
LLC de patients présentant une trés forte similarité de leurs BcR, dit 'stéréotypés', qui utilisent
les mémes génes dans leur réarrangement et possédent, de plus, un CDR3 quasiment
identique [7]. Une utilisation préférentielle du gene IGHV1-69 a été observée dans les LLC et
plus particulierement dans les séquences non mutées. Les séquences réarrangées montrent, de
plus, un CDR3 conservé avec des acides aminés quasiment identiques [182]. 1,3% des
patients dans cette étude (15/1220) avaient des cellules leucémiques qui exprimaient a leur
surface des IG pratiquement identiques. Le groupe de Rosenquist [183] a démontré qu'une
grande partie des génes IGHV3-21 réarrangés était caractérisée par un CDR3 court avec une
séquence en acides aminés quasiment identique. De plus, le géne IGHV3-21 réarrangé était
associé en particulier avec le géne IGLV3-21 de la chaine 1égére, montrant ainsi un biais dans
l'expression des répertoires des chaines lourdes et 1égeéres. Ces observations suggérent que les
IG exprimées par les cellules B des LLC sont trés fortement sélectionnées. En revanche,
d'autres équipes [180] ont mis en évidence 1'idée que les patients, ayant des BcR stéréotypés,
peuvent partager des caractéristiques phénotypiques, cliniques. De ce fait la présence de BcR
stéréotypés pourraient avoir une importance dans I'évolution de la maladie (facteur de
pronostic) et ceci indépendamment du statut mutationnel des génes IGHV [183, 184] .

En considérant les événements combinatoires qui se déroulent lors de la synthese des 1G
(réarrangement des génes V, D, J), plus de 1,6 million de combinaisons possibles, ajoutés aux
mécanismes de diversité des IG (hypermutation somatique, N-diversité et commutation de
classe) [3], les chances d'avoir deux clones de cellules B indépendants qui exprimeraient a
leur surface des récepteurs d'antigénes (IG) identiques sont pratiquement nulles. L'existence
de BcR stéréotypés est en faveur de l'hypothése de l'intervention d'un nombre limité

d'anticorps dans la leucémogéneése et suggere que la liaison entre un antigéne et un récepteur
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peut faire une différence en termes de pathogenese de la maladie, de présentation clinique et

par suite, de pronostic [185, 186] .

2.4 Facteurs de Pronostics

La LLC est caractérisée par une évolution clinique hétérogeéne [187]. Alors que certains
patients ont une maladie totalement indolente pendant des dizaines d’années, d’autres meurent
plus ou moins rapidement en dépit de tout traitement avec une médiane autour de 7,5 ans
[188]. Cette grande hétérogénéité clinique est caractéristique de la LLC et a justifié, depuis

des décennies, la recherche de marqueurs de pronostics.

2.4.1 Facteurs de pronostics classiques

Les facteurs de pronostics classiques reflétent vraisemblablement la masse tumorale
et/ou sa capacité proliférative. En pratique, I’application clinique des facteurs de pronostic
classique reste délicate pour différentes raisons: défaut de standardisation des techniques de
mesures, résultats parfois contradictoires des études multivariées, absence d’études
prospectives. Actuellement, ce sont les caractéristiques moléculaires, immunophénotypiques

et cytogénétiques qui constituent les outils de pronostics les plus performants.

2.4.1.1 Classifications anatomocliniques

L’évaluation clinique standard repose sur les classifications introduites par Rai en 1975,
trés utilisées aux Etat-Unis [189] (Table 2.3), et Binet en 1981 largement utilisées en Europe
[190] (Table 2.4). Elles représentent la premiére ¢étape indispensable a la décision
thérapeutique [189, 190]. Ces systémes de classification de la maladie, fondés sur des signes
cliniques (adénopathies, hépatosplénomégalie) et des paramétres biologiques simples
(Numération Formule Sanguin ou NFS ou hémogramme) ont permis de distinguer trois grand
groupes de patients ayant des pronostics distincts: des stades précoces (Rai 0 et Binet A),
intermédiaires (Rai I/II, Binet B) et avancés (Rai III/IV, Binet C) avec une moyenne de survie
estimée respectivement a: 10 ans, 5-7 ans et 1-3 ans. Cependant, il existe une hétérogénéité
dans I’évolution clinique au sein d’un méme groupe et ces classifications ne permettent pas de
prédire précisément a quelle vitesse la maladie va progresser pour un patient se trouvant a un
stade précoce (Rai 0, Binet A). Puisque plus de 90% des patients sont actuellement

diagnostiqués en stade précoce, il est devenu indispensable d’identifier des marqueurs qui
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vont permettre de prédire 1’évolution de chacun de ces patients afin d’envisager une

thérapeutique adaptée.

Tableau 2.3: Classification anatomoclinique de Rai

Stade Risque Survie médiane
0 | Lymphocytose sanguine et médullaire isolée Faible >15 ans
I Lymphocytose + adénopathies 9 ans
I Lymphocytﬁzz a+t sggg;rir;égalie et/ou | Intermédiaire 5 ans
II Lymphocytose + anémie (Hb < 11 g/dl) Elevé 2 ans
IV | Lymphocytose + thrombopénie (100.10°/L) 2 ans

Hb: Hémoglobine

Tableau 2.4: Classification anatomoclinique de Binet

Stade  Pronostic Syndrome tumoral Hématopoiese % de LLC S}J rvie
médiane
Hb>10g/dL
A Bon Adénopathies <3 aires et 63% 12 ans
palpables plaquettes
>100.10°/L
Atteint au moins 3 Hb= le(zg/dL
B Intermédiaire  aires ganglionnaires 30% 5 ans
N plaquettes
tymphoides >100.10°/L
tombre daires  Hb<1080L
C Mauvais ganglionnaires et/ou plaquettes 7% 2 ans
9
atteintes <100.107L

Aires ganglionnaires: cervicaux, axillaire et inguinaux. Hb: Hémoglobuline.

2.4.1.2 Facteurs de pronostics cliniques

Les principaux facteurs cliniques sont de 2 types:

(a) Le temps de doublement lymphocytaire (LDT), est un marqueur de la prolifération,
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mais reste un facteur majeur dans la prise en charge actuelle de la LLC, un LDT
inférieur & un an définit un pronostic défavorable et un LDT de moins de 6 mois
indique une progression de la maladie [191-193]. La LDT représente méme un critére
pour débuter un traitement selon le National Cancer Institute sponsored Working

Group (NCI-WG) [136].

2.4.1.3 Facteurs de pronostics biologiques

Les principaux facteurs biologiques sont de 5 types:

(a) Le CD23 soluble est un récepteur de faible affinité pour les IgE. La forme soluble
se comporte comme une cytokine, induisant la prolifération des lymphocytes B
normaux et leucémiques. Dans la LLC, une ¢lévation de son taux sérique a été
corrélée a une forte masse tumorale et a un risque accru de progression [194, 195].

(b) L’expression de p53 est corrélée avec une forme aggresive de la maldie et a une
résistance au traitement [196].

(c) La P2-microglobulinémie, est une protéine extracellulaire appartenant au
complexe HLA de type I. Son taux dans le sérum est inversement corrélé a une
diminution de la survie a la fois des patients traités et non traités [197].

(d) La thymidine kinase sérique (TK) est une enzyme impliquée dans le controle de la
synthése de ’ADN en particulier des cellules en division. Son taux dans le sérum
est inversement corrélé avec le temps de survie, et corrélé avec la prolifération

cellulaire [198, 199].
2.4.2 Nouveaux facteurs de pronostics

Récemment, de nouveaux marqueurs biologiques ont été identifiés et permettent une

meilleure classification des risques afin de préciser le pronostic pour chaque patient.

2.4.2.1 Statut mutationnel des IGHV

Le marqueur pronostique le plus pertinent, actuellement, repose sur la détermination du
statut mutationnel des IGHV [178, 179, 200]. La recherche de mutations somatiques au sein
des régions variables des génes IGHV permet de répartir les patients en deux groupes
d’évolution bien distincte, 1’absence de mutations des genes IGHV se définissant par un
pourcentage d’identité > 98% a la séquence germline (germinale).

Ainsi, les LLC dites «naives» ou non mutées, c’est-a-dire développées a partir d’un

lymphocyte B naif n’ayant pas transité par le centre germinatif du follicule lymphoide
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secondaire et n’ayant pas rencontré d’antigenes, sont différenciées des LLC dites «mémoires»
ou mutées, c’est-a-dire développées a partir d’un lymphocyte B mémoire qui a transité par le
centre germinatif et subi le phénomene d’hypermutation somatique des IGHV. Deux groupes

de patients ont été définis:

e Un groupe de patients dont les cellules leucémiques ont des genes IGHV non mutés
(>98% d'identité avec le gene germline) avec un risque de présenter une pathologie
évolutive et une survie raccourcie (pronostic défavorable)

e Un groupe avec des génes IGHV mutés (<98% d'identité avec le gene germline) [6,
178, 179] avec une évolution favorable et une faible probabilit¢ de développer une

maladie agressive (pronostic favorable).

Néanmoins, il existe encore sur cette technologie un débat sur la valeur du seuil permettant de
distinguer les séquences mutées des non mutées (98% contre 97%) [201, 202]. Cette
recherche implique le séquengage de cette région apres amplification par PCR de I’ADN ou
de ’ARN extrait des cellules tumorales et sa comparaison avec les séquences germline les
plus proches. Actuellement, le séquengage des genes IGHV n’est pas une technique de routine
et le statut mutationnel ne peut donc pas étre déterminé pour tous les patients au diagnostic:
cet ¢lément majeur du pronostic reste a 1’heure actuelle réservé a la recherche clinique.

Il est a noter que certains génes IGHV semblent échapper a la classification mutée/non mutée
et confeérent leur propre valeur pronostique. C’est le cas notamment du géne IGHV3-21 dont

la présence est défavorable, indépendamment du pourcentage d’identité [203].

2.4.2.2 Expression de ZAP70

ZAP70 (zeta-chain-associated protein kinase) [204] est une proté€ine tyrosine kinase qui
est trés fortement exprimée dans les lymphocytes T et les cellules NK. Elle est impliquée dans
la cascade de la signalisation intracellulaire qui transmet ’activation du signal, suite a la
reconnaissance d’un antigeéne par le récepteur des lymphocytes T, et dans les cellules NK par
les molécules DAP12 associées aux récepteurs de Fc d’IgG et a d’autres récepteurs
caractéristiques. La protéine ZAP70 est rarement présente dans les lymphocytes B normaux
matures, mais a été retrouvée dans les cellules B de patients atteints de la LLC. L’étude des
profils d’expression génique a montré que les cellules B de LLC avec des génes IGHV non
mutés exprimaient plus de mRNA ZAP70 que des cellules contenant des génes mutés. Ainsi,

la présence de ZAP70 dans les cellules de LLC est corrélée a un pronostic défavorable, et son
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absence a un pronostic favorable [162, 205-207]. L’expression d’autres geénes, tels que la
Lipoprotein Lipase (LPL est une enzyme ayant un role central dans le métabolisme et le
transport des lipides) et ADAM29 (geéne adisintegrin andmetalloproteinase codant une
protéine transmembranaire de la famille des désintégrines et métalloprotéases qui favoriserait
I’interaction cellule a cellule et/ou cellule a matrice) permet d’améliorer la corrélation de
ZAP70 avec le statut mutationnel [208]. Ainsi, la ZAP70 ou la LPL sont préférentiellement
transcrits dans les cellules de LLC présentant des genes IGHV non mutés, tandis que le géne
ADAM?29 est majoritairement exprimé par les cellules de LLC présentant des génes IGHV
mutés. Le rapport LPL/ADAM29 a une correspondance de 90% avec le statut mutationnel et
représente un marqueur indépendant pour la survie des patients en stade A, B ou C (Binet)
[208]. L’analyse des séquences d’ADN pour déterminer le statut mutationnel des génes IGHV
est difficile, longue et cotliteuse. Elle ne peut, donc, pas étre pratiquée dans les laboratoires
d’hématologie de routine. Par opposition, ’expression de ZAP70 est actuellement
standardisée et de ce fait, peut plus facilement servir de test clinique, en particulier avec le

développement des méthodes de détection en cytométrie de flux [209, 210].

2.4.2.3 Expression du marqueur CD38

Le CD38 est une glycoprotéine membranaire d’environ 45 kDa, qui témoigne de
I’activation et de la maturation cellulaire. Elle joue, également, un role dans la signalisation
cellulaire. Proposé comme marqueur de substitution a I’étude du statut mutationnel des génes
IGHV [179], son intérét comme facteur de pronostic (du statut mutationnel des IGHV) a été
démontré par certaines équipes. En effet, son expression par les cellules de LLC est associée a
un mauvais pronostic et a une évolution rapide de la pathologie [137-140, 179]. L’expression
de CD38 sur les lymphocytes tumoraux fut le premier marqueur a étre corrélé au statut
mutationnel des IGHV [178]. Cependant, depuis les travaux de Damle et al. (1999) [179], les
résultats obtenus avec I’expression de CD38 et de ZAP70, validés comme marqueurs corrélés
a I’état mutationnel des génes IGHV et comme indicateurs de pronostic, restent incertains et
controversés. En effet, il est apparu que le niveau d’expression du CD38 peut varier au cours
de I’évolution de la LLC, en particulier apres la prise d'un traitement par le patient [187, 211].
Environ 10 a 30% des cas montrent des résultats discordants entre 1’expression du CD38 et de
ZAP70 et I’état mutationnel des genes IGHV [187]. D’autre part, il existe également des
controverses parmi les différentes études pour définir la valeur seuil de ce marqueur

(pourcentage d'expression de CD38). Ce seuil est définit a 30% [139, 179] et voir méme a
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moins de 20% [212] afin de discriminer au mieux les patients a bon pronostic de ceux a

mauvais pronostic.

2.4.2.4 Anomalies cytogenetiques

Les aberrations génomiques et chromosomiques [213] sont d’autres facteurs génétiques
connus pour avoir une signification pathogénique et clinique dans la LLC. L’analyse
d’hybridation fluorescente in situ (FISH), réalisée sur des noyaux cellulaires en interphase,
permet de retrouver des anomalies génomiques dans plus de 80% des cas de LLC. Ddhner et
al. [213] ont établi un mode¢le pronostique hiérarchique permettant d’identifier cinq groupes.
Ces anomalies améliorent notre compréhension de la pathogenése de la maladie. Les
anomalies chromosomiques les plus fréquentes observées par ordre croissant de pronostic de

survie sont:

(a) La délétion du bras court du chromosome 17 (17p) responsable le plus souvent de la
délétion de la bande 17p13 et induit une inactivation de p53, protéine impliquée dans
la réparation de ’ADN et dans I’induction de 1’apoptose (7% des cas) [213]. Elle est
corrélée a une médiane de survie courte (32 mois).

(b) La délétion du chromosome 11q. Les délétions de 11q22-23 induisent une mutation du
gene suppresseur de tumeur ATM (ataxia telangiectasia) qui peut entrainer un
dysfonctionnement de la voie p53 dans la protection du génome en cas de 1ésions de
I’ADN (18%). Elle est corrélée a une médiane de survie de 79 mois [149, 214, 215].

(c) La trisomie 12 n’affecte pas significativement la survie, comparée a des patients ayant
un caryotype normal (114 mois contre 111 mois) (18%).

(d) Enfin, la présence d’une délétion 13q, anomalie cytogénétique la plus fréquente,
identifie un groupe de pronostic favorable avec une survie médiane de 133 mois

(55%) [213].

Ces anomalies définissent des sous-groupes de patients qui différent pour la vitesse
d’évolution de la maladie. Ainsi les aberrations chromosomiques défavorables (11q, 17p)
surviennent plus fréquemment chez les patients ayant des génes IGHV non mutés, et les
anomalies favorables (13q isolée, ou 1’absence d’anomalies) plus souvent dans le groupe des
genes IGHV mutés. Toutefois, environ 2/3 des LLC avec des génes IGHV non mutés n’ont
pas d’anomalies cytogénétiques défavorables, ce qui indique une influence différentielle de

ces facteurs pronostiques [213, 216, 217].
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2.5 Evolution de la maladie

L’évolution de la LLC est treés variable. Un certain nombre de patients est atteint d’une
maladie indolente reliée a une courbe de survie trés longue pouvant durer plusieurs décades.
Tandis que d’autres sont atteints de formes de la maladie trés agressives et subissent une
aggravation rapide. Outre la progression de la masse tumorale, I’évolution peut étre émaillée
par plusieurs types de complications. Les complications les plus fréquemment rencontrées

sont les cytopénies, les infections, les transformations et les cancers associés.

2.5.1 Cytopénies

Il s’agit avant tout de I’anémie (diminution de globules rouges) et de la thrombopénie
(diminution de plaquettes sanguines). La neutropénie (diminution du nombre de neutrophiles
dans le sang) est moins fréquente. Les cytopénies sont principalement dues soit a une
insuffisance médullaire, & un hypersplénisme (diminution, dans le sang circulant, du nombre
de globules rouges, de globules blancs (granulopénie), et de plaquettes) ou encore d’origine
auto-immune. L'anémie est soit d'origine centrale, liée a l'infiltration cellulaire de la moelle
osseuse, soit d'origine périphérique: anémie hémolytique auto-immune. La thrombopénie peut
résulter, comme l'anémie, soit d'une baisse de production par infiltration de la moelle, soit
d'une destruction périphérique des plaquettes. Les neutropénies d'origine auto-immune,

rarement observées, se voient essentiellement dans les LLC T.

2.5.2 Complications infectieuses

Les infections sont les complications les plus fréquentes et les premiéres causes de
morbidité et de mortalité des patients atteints de LLC. Elles surviennent dans 50% des cas,
particuliérement dans les stades avancés de la maladie. La sensibilité aux infections résulte
d'une hypogammaglobulinémie, qui est un déficit immunitaire humoral mais aussi cellulaire,
ou encore de la neutropénie. Ces infections sont essentiellement d’origine bactériennes,
affectant l'appareil respiratoire (pneumococcies, tuberculose), la peau et I'appareil urinaire: les
septicémies sont assez fréquentes et d'autres organes peuvent étre touchés. Les infections
virales les plus fréquentes sont dues aux virus de 1’herpes: Herpes simplex ou zona. Les

infections mycobactériennes ou fongiques sont moins fréquentes.
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2.5.3 Transformation en lymphomes

Une évolution des formes agressives, en particulier le développement d'un lymphome
(syndrome de Richter), la transformation en leucémie prolymphocytaire ou plus rarement en
leucémie aigué ou en myélome multiple, ont été décrites. Le syndrome de Richter survient
dans 3 a 10 % des LLC. Il doit étre évoqué cliniquement avec l'apparition de masses
ganglionnaires tumorales (qui peuvent entrainer des douleurs et des signes de compression).
Ces aspects tumoraux sont révélés au scanner. Suspecté par la ponction ganglionnaire, le
diagnostic sera confirmé par la biopsie. Le type histologique est variable mais il s'agit le plus
souvent de lymphomes a grandes cellules parfois de type immunoblastique. La réponse aux
différentes chimiothérapies des patients atteints du syndrome de Richter, est généralement

faible et la médiane de survie ne dépasse pas quatre mois.

2.5.4 Cancers

Le risque de cancer chez les sujets porteurs de LLC est plus important que chez les
sujets témoins du méme age et du méme sexe. L'incidence de ces cancers est de 6 a 15%. Le
cancer de la peau était considéré comme le plus fréquent mais d’autres types de cancers ont
été retrouvés par d’autres équipes, en particulier le cancer du poumon et du colon.
L’incidence de I’apparition de cancers pourrait étre augmentée par 1’utilisation du
Chlorambucil (traitement utilisé dans certaines formes de LLC) chez les patients par rapport

au groupe de patients non traités.

2.6 Traitement

La stratégie thérapeutique traditionnellement adoptée pendant des années reposait sur le
principe: 'primum non nocere' ou 'd'abord ne pas nuire', réflexion éthique du médecin vis a
vis du principe de précaution entre la maladie et le risque du traitement. Cette approche était
basée sur le fait que les patients appartenaient a une population relativement dgée qui devait a
priori mourir d'une autre cause que la LLC. En outre, les traitements généralement utilisés
pour traiter la LLC restaient inefficaces pour prolonger la vie du patient et s'accompagnaient
trés rarement de rémissions completes [136]. Le développement de nouveaux facteurs de
pronostics [6, 178, 179] a permis une bien meilleure classification des patients dans des
catégories de risques différents. De plus il est devenu évident au fil des années que les
patients qui ont une progression de la LLC mourront des complications de cette maladie,

spécialement d'infections. Car, au fur et a mesure que la maladie progresse, le
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dysfonctionnement immunitaire et la myélosuppression (diminution de I’activité des cellules
de la moelle osseuse) deviennent de plus en plus séveres. La LLC étant reconnue comme une
maladie d'évolution trés hétérogeéne, une meilleure caractérisation de l'affection, tant sur le
plan diagnostique que pronostique, ainsi que la découverte d'agents thérapeutiques nouveaux,
ont permis de diversifier les stratégies de traitement de la LLC. De récentes améliorations des
traitements thérapeutiques plus efficaces et moins toxiques ont permis d’atteindre de hauts
pourcentages de rémission compléete (RC) [136] pour 60 a 70% des patients aprés traitement.
Néanmoins, une rechute est attendue pour la plupart de ces patients. Malgré les avancées dans
la prise en charge de la LLC, aucun traitement permettant une guérison totale n’a encore été
découvert. La détermination d’un tel traitement reste encore de nos jours un des buts a
atteindre pour la médecine moderne.

Etablir le diagnostic de la LLC n'implique pas la mise en place d'un traitement, la décision de
traiter ou de ne pas traiter la leucémie lymphoide chronique dépendant d’un certain nombre de
critéres, tels que le stade évolutif de la maladie, 1'dge du patient, 1'existence ou non de facteurs
de mauvais pronostics.

En considérant 1’hétérogénéité de 1'évolution de la maladie, la principale question que se
posent les hématologistes est de déterminer le moment pour traiter le patient. Il existe a
I'heure actuelle un consensus, une ligne de conduite définie par le NCI-WG [136], pour

déterminer le moment approprié¢ de I’initiation de la thérapie durant I’évolution de la LLC:

(1) Les patients en stade Binet A et Rai 0, soit 60% des patients, ne sont pas actuellement
traités en premicre intention. Il faudrait disposer d'un traitement efficace, ayant peu
d'effets secondaires et peu coliteux pour changer cette attitude. Néanmoins, la
possibilité de mieux caractériser la maladie en accord avec les nouveaux marqueurs de
pronostic (tel que le statut mutationnel des IGHV [6, 178, 179]) peut inciter les
médecins a tester les avantages d’un traitement pour les patients présentant un
mauvais pronostic.

(2) Les patients en stade Binet B ou Rai I et II devront étre traités, quand ils présenteront
des preuves de la progression de la maladie.

(3) En revanche, les patients en stade Binet C et Rai IV sont traités en premicre intention.

Le traitement standard a été, pendant des dizaines d’années, basé sur des agents alkylants pris
quotidiennement ou par intermittence seuls ou associés avec des corticostéroides. La

Chlorambucil seule peut fournir jusqu’a 70% de réponse, mais il existe seulement 10% de
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rémission complete. De nos jours, la Chlorambucil est seulement indiquée comme traitement
palliatif.

Actuellement, et ce depuis le milieu des années 80, les patients sont traités classiquement par
des analogues de purines: la Cladribine, la Pentostatin et en particulier la Fludarabine, qui a
¢été I’agent le plus étudié et le plus utilisé. Ils inhibent la ADN polymérase et la ribonucléotide
réductase, favorisant I'apoptose, ce qui permet d’obtenir jusqu’a 80% de réponse, avec 38%
de RC [218]. La réponse a ce traitement est supérieure, en terme de RC et de durée de
rémission, a celle des agents alkylants seuls, tels que la Chlorambucil. Mais aucune différence
en terme de survie globale n’a été démontrée [219, 220]. La Fludarabine est souvent associé¢e
a un agent alkylant la cyclophosphamide [221], en raison de la synergie dans la LLC entre ces
deux molécules [222] et donne de meilleurs résultats en terme de survie [222-224].

D'autres lignes thérapeutiques utilisent les chimiothérapies associées a des anticorps
monoclonaux, tel que le Rituximab [225, 226]. Ce dernier est un anticorps monoclonal
chimérique anti-CD20 utilisé avec succes pour les patients atteints de lymphomes B. En
monothérapie, il ne permet d’obtenir que des réponses partielles, et il est le plus souvent
associ¢ a la Fludarabine et au cyclophosphamide (FCR). L'alemtuzumab est lui aussi un
anticorps monoclonal dirigé contre l'antigéne CD52 qui est exprimé sur les cellules T et B
normales et leucémiques, les macrophages et les monocytes. Particulierement efficace, il a
malheureusement une toxicité importante qui limite son utilisation. Sa toxicité est diminuée
lorsqu’il est administré par voie sous-cutanée.

De nos jours, la médecine moderne permet également de traiter les patients par des greffes de
cellules souches hématopoiétiques (HSC). Cette thérapie donne un taux important de
rémission complete. Malheureusement, ce nouveau traitement ne permet toujours pas
d’atteindre une guérison définitive [227, 228]. De plus, I’utilisation de ces greffes est limitée
par 1’age avancé des patients et le taux de mortalité di a la transplantation (20 et 41%) [229].
Neéanmoins, la greffe de cellules souches hématopoiétiques est la seule stratégie qui permette,
a I’heure actuelle, une guérison potentielle de la maladie [230-233]. Le rdle précis des
allogreffes n’est pas encore trés bien défini quant a sa place dans la stratégie thérapeutique et
évoluera probablement avec la définition de nouveaux groupes pronostiques de patients.
Néanmoins, un consensus sur les indications de 1’allogreffe a été¢ établie et publié par le

groupe européen de ’EBMT (European Group for Blood and Marrow Transplantation) [234].

Malgré les avancées thérapeutiques majeures, la LLC est une pathologie incurable. Seule la

greffe allogénique a permis d’obtenir des rémissions prolongées, aucun des traitements
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actuels n’est curateur, et la maladie évoluant habituellement en phases successives nécessite

plusieurs types de traitements.
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CHAPITRE 3
IMGT/V-QUEST

Les intéréts croisés de la recherche dans le domaine de la santé, de la recherche
fondamentale en immunologie et dans les applications technologiques (ingénierie des
anticorps...), ont conduit IMGT® a la création d’un outil web spécialisé, IMGT/V-QUEST
(‘V-QUEry and STandardization’) [235]. Cet outil permet d’analyser des séquences
nucléotidiques réarrangées en prenant en compte la structure particuliére des domaines V des
récepteurs d’antigenes (IG et TR). IMGT/V-QUEST est accessible sur le Web depuis Juillet
1997. IMGT/V-QUEST identifie les genes et alleles V, D et J dans les séquences réarrangées
V-J et V-D-J par alignement avec les genes et alle¢les germline d’IG et TR des répertoires de
référence d’IMGT. Il délimite les régions charpentes (FR-IMGT) et les régions hypervariables
(CDR-IMGT) de la séquence soumise par 1’utilisateur en accord avec les reégles de la charte
scientifique d’IMGT®, basée sur les axiomes et les concepts de description, de classification
et de numérotation de 'IMGT-ONTOLOGY [11, 13].

Lors de mon projet de these, de mise en ceuvre d’un systéme d’information dédié a 1’analyse
et la gestion des séquences réarrangées d’IG et TR, il a été nécessaire de réécrire le coeur du
programme dans le but d’homogénéiser 'outil et de faciliter ainsi son intégration a de
nouvelles applications. Nous avons fait évoluer le logiciel pour répondre aux nouveaux
besoins (notamment pour la recherche médicale), avec de nouvelles fonctionnalités telles que
la localisation et la caractérisation des mutations, la détermination des insertions et des
délétions, une évaluation de la fonctionnalité, le tout associé¢ a une nouvelle interface web que

nous avons rendu paramétrable [236] (publication 1).
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3.2 Principes de la recherche par IMGT/V-QUEST

Pour identifier les geénes V, D et J impliqués dans le réarrangement, IMGT/V-QUEST
cherche les régions constitutives des séquences d'IG et TR en comparant la séquence
utilisateur avec les séquences de référence des genes et alleles d’IG et TR présents dans
IMGT/GENE-DB' [237]. Les séquences de référence proviennent de données expérimentales,
annotées selon les régles standardisées dIMGT®. Les répertoires des séquences de référence,
utilisés par IMGT/V-QUEST, contiennent des séquences correspondant a: la V-REGION
pour les genes et alleles V, la J-REGION pour les geénes et alléles J et la D-REGION pour les
genes et alleles D. IMGT/V-QUEST procéde en une analyse séquentielle d’une séquence
réarrangée d’IG ou de TR soumise par |’utilisateur, afin de déterminer les geénes et alleles de
cette séquence et de délimiter les nucléotides appartenant a chaque région. L’ordre de
recherche est le suivant: V-REGION, J-REGION, D-REGION. Lorsqu’une région est
délimitée et lorsque les genes et alleles germline (les plus proches de la séquence utilisateur)
sont identifiés, 1'algorithme passe a la recherche de la région suivante, en excluant les régions
précédemment déterminées. L'analyse précise et compléte de la jonction est effectuée par un

outil dédié et intégré a IMGT/V-QUEST: IMGT/JunctionAnalysis [238].

La méthode d’alignement employée par I’outil IMGT/V-QUEST doit prendre en compte les
régles du IMGT unique numbering [14]. Dans la numérotation IMGT, les acides aminés
conservés de la V-REGION (et les codons correspondants) sont toujours localisés aux mémes
positions (cystéine 23, tryptophane 41 et cystéine 104) et des gaps sont introduits dans les
CDR pour uniformiser les tailles variables des CDR-IMGT. Pour appliquer et préserver la
numérotation, les alignements réalisés par IMGT/V-QUEST ne doivent pas autoriser
I’insertion de gaps supplémentaires. Afin de respecter ces contraintes, nous avons mis en
place un algorithme d’alignement par paire (alignement de séquences deux a deux) dérivé
d’un algorithme d’alignement classique de type global qui n’autorise ni les insertions ni les
délétions. Le résultat de ces alignements permet 1) de délimiter chaque région, 2) dans le cas
des genes variables, de déterminer la séquence V germline numérotée selon les regles du
IMGT unique numbering [14] qui sert de modele pour numéroter la V-REGION de la
séquence utilisateur. L'outil peut ensuite comparer la région délimitée, V-REGION

(numérotée), D-REGION, ou J-REGION, avec I’ensemble des V-REGION, D-REGION ou J-

' IMGT/GENE-DB est la base de données de génes de IMGT® dans laquelle sont répertoriés et classés tous les
genes et alleles des IG et des TR connus de I’homme et de la souris (I’intégration de génes d’autres especes est
en cours).
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REGION respectivement des genes et alleles germlines afin de déterminer les génes et all¢les

impliqués dans le réarrangement de la séquence utilisateur.

3.3 Principes d’alignement global sans insertions ni délétions

Les programmes de comparaison de séquences ont pour but de révéler en quoi ces
séquences se ressemblent ou différent en recherchant des régions similaires, afin de
discriminer celles qui ont une relation biologique, de celles qui n’en ont pas. En général les
algorithmes fonctionnent sur des alignements de segments de séquences (nommés fenétres,
motifs ou mots), qui sont comparés pour déterminer s'il existe ou non une similitude
significative. L’évaluation de la similitude entre deux segments se calcule par la somme des
scores ¢lémentaires entre deux résidus (nucléotides ou acides aminés). Nous distinguons
I’identité entre deux résidus et la ressemblance entre deux résidus non identiques qualifiée de
similitude. Il existe bien évidemment plusieurs facons d’évaluer la similitude entre deux
résidus, elles sont codées dans les différentes matrices de substitution (par exemple: la matrice
NUC4.4 pour les nucléotides, les matrices PAM et BLOSUM pour les acides aminés). 1l
s’agit de repérer les segments pour lesquels la ressemblance est significative. En fait, un
alignement de deux segments est considéré significatif lorsque son score est supérieur ou €gal

a un score seuil préalablement fixé.

L’algorithme d'alignement par paire employé dans IMGT/V-QUEST (Figure 3.1) calcule le
score des alignements possibles entre deux séquences. Dans le but d’optimiser le temps de
calcul, I’algorithme n’explore pas I’ensemble des alignements possibles. Par exemple, pour
une V-REGION, il considére uniquement les alignements qui comparent deux séquences sur
une longueur de plus d’un tiers de la plus petite séquence. Les alignements qui comparent
deux séquences sur une longueur de moins d’un tiers de la plus petite séquence ne sont pas
considérés, la longueur d’alignement étant jugée trop faible pour déduire une relation entre
une séquence réarrangée et la séquence d’un géne germline. Cette longueur minimale est
appelée overlap. Les valeurs de ’overlap ont été fixées au cours du développement de la
premicre version d’IMGT/V-QUEST afin de limiter le nombre d’itérations lors de la
recherche du meilleur alignement, tout en minimisant les risques de ne pas obtenir le meilleur
alignement. Elles sont récapitulées en annexe 4 pour chaque type d’alignement réalisé par

IMGT/V-QUEST.
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L’algorithme de recherche de la V-REGION dans la séquence utilisateur est détaillé ci-
dessous:

Pour deux séquences X = x;X;...X, (séquence utilisateur) et Y = yy2...ym (s€équence de
référence) a comparer, les positions de départ de la recherche SP (StartPosition) et de fin de la
recherche EP (EndPosition) sont déterminées. La position de départ SP correspond a la
position d’un nucléotide (dans le sens 5’ -> 3’) de la séquence X (utilisateur) qui devra étre
aligné avec le premier nucléotide de la séquence Y (de référence). La position de fin EP
correspond a la position d’un nucléotide (dans le sens 5’ -> 3’) de la séquence utilisateur qui
devra étre aligné avec le dernier nucléotide de la séquence Y (de référence). Pour 1’alignement

de deux V-REGION, nous obtiendrons:

SP = Taille de la séquence utilisateur — partie enti¢re du 1/3 de la taille de la
plus petite séquence (des 2 séquences comparées)

EP = partie entie¢re du 1/3 de la taille de la plus petite séquence +1
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I 1
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pour I'évaluation du score

D Nucléotides non pris en compte
pour I'évaluation du score

Figure 3.1: Méthode d’alignement entre la séquence utilisateur et une séquence de référence d’IMGT et
évaluation du score normalisé. Exemple avec une séquence utilisateur (X) de longueur Tsu = 18 nucléotides, et
une séquence de référence de longueur Tsr = 15 nucléotides; SP=18-(15/3)=13, EP=(15/3)+1=6. Le meilleur
score est déterminé a 1’étape 13.

Le score S d’un alignement est obtenu en soustrayant a 1, la somme des scores élémentaires
S(X,Y). Le score S(X,Y) doit étre indépendant de la tailles des segments comparés (il est
donc divisé par 2 fois la longueur des segments comparés). Nous obtenons alors un score

normalisé.
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S(X Y)

S =(1-(5 ' S )x1000

LC est la longueur des segments comparés, S(X,Y) est la somme des scores ¢lémentaires en

chacune des positions des séquences comparées.
LC

S(X,Y)=2 s (xi. ¥;)
i=l

s(xi, y;) est le score élémentaire de comparaison entre deux nucléotides x et y alignés, indiqué

dans la matrice de substitution (Annexe 2).

Pour évaluer le score des alignements suivants, la séquence utilisateur est décalée d’une
position dans le sens 3°. La recherche du meilleur alignement prend fin quand le nucléotide en
position EP de la séquence utilisateur est aligné avec le dernier nucléotide de la séquence de
référence. Pour chaque alignement un score est obtenu et seuls les alignements dont le score
est jugé significatif seront mémorisés. Un score significatif doit répondre a deux conditions:
étre supérieur ou égal a un seuil préfixé (le seuil pour la V-REGION étant fixé a 600) et étre
supérieur au meilleur score précédemment calculé. Le score le plus grand détermine le
meilleur alignement. Toutes les valeurs des seuils utilisées pour chaque type alignement
réalisé par IMGT/V-QUEST sont indiquées en annexe 4.

Si les séquences ont respectivement une longueur de m et n nucléotides, la complexité de
I’alignement sera de I’ordre de n*m. Il s’agit de I’étape limitante du programme, il conviendra
donc de choisir judicieusement le nombre et la qualité des séquences de référence qui devront
étre comparées avec la séquence utilisateur pour chaque type d’alignement pour limiter le

temps de calcul.

3.4 Les différentes étapes de I’analyse

L’analyse séquentielle classique effectuée sur une séquence par IMGT/V-QUEST se

divise en 8 étapes représentées dans la figure 3.2.
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Séquence utilisateur

1 Controle du format
de la séquence

2 Identification du
type de chaine

Identification et
3 description du
géne V

Détermination et

4 caractérisation
des mutations
Identification et

5

description du
géne J

IG-Heavy,
TR-Beta
ou TR-Delta
&7

IG-Light-Kappa

IG-Light-Lambda entifiean

TR-Alpha enti ‘|ca't|0n et

TR-Gamma 6 description du
géene D

7 Analyse de la jonction
(IMGT/JunctionAnalysis)

Evaluation de la
8 fonctionnalité de
la séquence

Résultats

Figure 3.2: Diagramme de la procédure d’analyse d’une séquence réarrangée de récepteur d’antigénes.



3.4.1 Contro6le des séquences utilisateur

IMGT/V-QUEST accepte les séquences nucléotidiques dans le code du International Union of
Biochemistry (IUB) [239] et est capable de gérer les séquences en orientation ‘sens’ et ‘anti-
sens’ (inverse complémentaire).

Dans une premiere étape IMGT/V-QUEST vérifie I'intégrité de la séquence utilisateur ce qui

inclut:

e La vérification du format de la séquence soumise par I'utilisateur. IMGT/V-QUEST
accepte uniquement les séquences en format FASTA
(http://www.imgt.org/textes/IMGTindex/Fasta.html).

e L’¢limination dans la séquence nucléotidique des caractéres qui ont pu étre insérés
lors du formatage de la séquence, soit: «".',"' ', '/, ', '1', 12", 13" '4' 'S 6", T, '8!, 191, 100,
"n', \t', "\r'.

e L’arrét de I’analyse si un caractere différent de 'a', 't', 'g', 'c', 'n', 'm', 'd", 'b', 'v', 'W', 'k,
', 's', 'h', 'y' est présent dans la séquence nucléotidique. Dans ce cas un message avertit
I’utilisateur de la présence de caracteres non valides.

e Le remplacement des caracteres ‘x’ par le caractere ‘n’.

e [’¢limination des nucléotides ‘n’ consécutifs aux extrémités 5’ et 3° de la séquence (la
présence de nucléotides non définis (‘n’) en 5° et en 3’ peut perturber les alignements).
Dans ce cas un message avertit 1’utilisateur du nombre de nucléotides ‘n’ éliminés en
5’ et en 3’ dans les résultats.

e La vérification de la taille limite de la séquence utilisateur. Pour toute séquence de
plus de 10.000 caracteres, I’analyse s’arréte et un message indique que la séquence

dépasse les capacités de 1’outil.

3.4.2 ldentification du type de chaine

L'espéce, le type de récepteur (IG ou TR) et le type de chaine de la séquence
utilisateur sont indispensables a l'analyse des séquences réarrangées d’IG et TR: ces
paramétres conditionnent le choix des répertoires de référence comparés a la séquence
utilisateur. Les parametres sélectionnés par 1’utilisateur sont 1’espece et le type de récepteur.
Le type de chaine de la séquence utilisateur sera déterminé par IMGT/V-QUEST par
alignement entre la séquence utilisateur et les séquences du répertoire de référence ‘IMGT

Group set'. Le ‘IMGT Group set’ contient, pour une espece et un type de récepteur donnés,
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des séquences de référence représentatives de chaque groupe de gene variable (IGHV, IGKV,
IGLV pour les IG, TRAV, TRBV, TRGV, TRDV pour les TR). Les séquences sélectionnées
pour chaque groupe ont pour caractéristique de présenter toutes les longueurs des CDR-IMGT
possibles. Le type de chaine de la séquence utilisateur est alors celui de la séquence de

référence donnant le meilleur score d’alignement.

3.4.3 ldentification et description du gene V

Une fois le type de chaine connu, 1’outil peut identifier le géne et 'allele V de la
séquence utilisateur. La recherche du gene et alléle V est I'étape qui représente le plus grand
challenge de l'algorithme. Elle suit une procédure spécifique qui a été implémentée pour
prendre en compte les régles de description et de numérotation d’IMGT-ONTOLOGY [13].
Elle localise la V-REGION dans la séquence utilisateur par alignement, elle numérote les
codons de la V-REGION selon les régles du IMGT unique numbering [ 14] (insertion des gaps
IMGT) et la compare a l'ensemble des V-REGION des genes et alléles V germline afin de
déterminer le gene et allele V le plus proche de la s€quence utilisateur.

Le diagramme de la procédure d’identification et de description des genes et alleles V est

représenté dans la figure 3.3.

3.4.3.1 Délimitation de la V-REGION et détermination de la séquence modele

Dans une premiére étape, IMGT/V-QUEST localise la V-REGION dans la séquence
utilisateur par alignement, selon la méthode décrite dans le paragraphe 3.2, entre la séquence
utilisateur et les séquences du répertoire de référence ‘IMGT Subgroup set'.

Pour obtenir une délimitation correcte de la V-REGION, la séquence utilisateur est alignée
avec le ‘IMGT Subgroup set” qui contient des représentants de chaque sous-groupe de genes
variables (ensemble des génes d’un méme groupe et d’une méme espece dont les V-REGION
présentent au moins 75% d’identité au niveau nucléotidique). Les séquences sélectionnées
pour chaque sous-groupe doivent étre représentatives de toutes les combinaisons de longueur

des CDR-IMGT existantes au sein du sous-groupe.
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Séquence ut@

Détermination
de la séquence
modéle

Calcul des séquences
consensus a partir de
IMGT Subgroup set

Alignement avec les
séquences consensus

Alignement avec
IMGT Subgroup set

Séléction du
meilleur alignement
Score>=6007

ovul

oul

N O N Séléction du
meilleur alignement
Score>=6007
Pas de Numérotation de la
résultats

V-REGION

Identification du gene
et de l'alléle V

Séquence utilisateur
V-REGION annotée

Figure 3.3: Diagramme de la procédure d’identification et de description du géne et alléle V.
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I1 faut cependant considérer deux cas de figure:

a) Le répertoire des genes et alleles V germline est bien connu (comme par exemple chez
I’homme) et la séquence utilisateur n’est pas excessivement mutée: elle est alignée
avec les séquences du ‘IMGT Subgroup set' dont les gaps IMGT ont été €éliminés
(mais mémorisés). Le meilleur alignement permet de délimiter la V-REGION dans la
séquence utilisateur et permet de déterminer le nom de la séquence modele qui servira
a numéroter la V-REGION de la séquence utilisateur en accord avec la numérotation

IMGT (Figure 3.4).
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ﬂMGTsuhgrnup set \

=seql

caggtgcagctggtgcagtctggggct. . .gaggtgaagaagectggggece
tcagtgaaggtctcocctgcaaggettotggatacacctte. oL ..
accggetactatatgecactgggtgegacaggocectggacaagggettgag

tggatgggacggatcaaccctaac. .. ... agtggtggcacaaactatgca
cagaagtttcag...ggcagggtcaccagtaccagggacacgtecatcage
acagcctacatggagcoctgagcaggctgagatctgacgacacggtogtgtat
tactgtgcgagaga

=gegl
cagatcaccttgaaggagtctggtcoccot...acgctggtgaaacccacacag
accctcacgctgacctgocaccttototgggttotcactcage. .. .. . act
agtggagtgggtgtgggotggatecgtcagoccccaggaaaggeectggag
tggeocttgcactecatttattggaat......... gatgataagcgctacage

ccatctctgaag...agcaggctcaccatcaccaaggacacctocaaaaac
caggtggtccttacaatgaccaacatggaccctgtggacacageocacatat

\;jctgtgcacacagacc 4//

Elimination des gaps IMGT (Positions mémorisées)

>seqgl
caggtgcagctggtgrcagtoctggggctgaggtgaagaagcectggggectca
gtgaaggtctcctgcaaggcttoctggatacaccttcaccggotactatatg
cactgggtgcgacaggcccctggacaagggcttgagtggatgggacggate
aaccctaacagtggtggcacaaactatgcacagaagtttcagggcagggte
accagtaccagggacacgtccatcagcacagcctacatggagetgagcagg
ctgagatctgacgacacggtogtgtattactgtgcgagaga
gaps: pesition 28, nb=3 ; position 91, nb=12 ;
pesition 178, nb= 6 ; pesition 217, nb=3

>s8eg2
cagatcaccttgaaggagtctggtcctacgotggtgaaacccacacagace
ctcacgctgacctgcaccttoctotgggttoctcactcagcactagtggagtg
ggtgtgggcoctggatococgtocagococccaggaaaggoccctggagtggeottgea
ctcatttattggaatgatgataagcgctacagcccatctctgaagagcagg
ctcaccatcaccaaggacacctcoccaaaaaccaggtggtccttacaatgace
aacatggaccctgtggacacagccacatattactgtgcacacagacce
gaps: position 28, nbe=3 ; position 94, nb=6& ;
position 178, nb=9% ; position 217, nb=3

>s5egl
atggactggacctggaggatcctcttottggtggcagcageccacaggagcec
cactcccatgtgcaactggtgcagtctgggoctgaggtgaaaaagectggg
gcctcagtgagagtctcoccoctgocaagacttctggatacaccttcatcgactat
tttatacactgggtgcgacaggcccctggacaagggottgagtggoctggga
tggatcaacccttacagtggtgacacaaactgtgcacagacttttcaggge
cgggtctccatgaccocgtgacaggtoccctcaccacagoctttatgaaaatg
cctagactgagatctgacgacacggccttatatttctgtgcaaggggactyg
caagactttacccttgactecttggggccagggaaccotggtegtogtetece
tca

Alignement
séquence utilisateur
et IMGT subgroup set
non gappe

Sélection du meilleur
alignement
(Score>=600)

Délimitation de la V-REGION
Détermination de la séquence modéle: seql

atggactggacctggaggatcctottecttggtggcagecagecacaggage

58 P début de la V-REGION
Ccactccﬁatgtgcaactggtgcagt:tgggcctgaggtgaaaaagcctg seql

aggtgcagctggtgcagtctggggctgaggtgaagaagectg seqgl

gggcctcagtgagagtctcctgcaagacttctggatacaccttcatcgac seqU
gggcctcagtgaaggtctcctgcaaggottetggatacaccttocacegge segl

tattttatacactgggtgcgacaggccccoctggacaagggcttgagtgget segl
tactatatgcactgggtgcgacaggcccctggacaagggcttgagtggat segl

gggatggatcaacccttacagtggtgacacaaactgtgcacagactttte seqglU
gggacggatcaaccctaacagtggtggracaaactatgcacagaagttte segl

agggccgggtctcoccatgacceogtgacaggteccctecaccacageoctttatg segU
agggcagggtcaccagtaccagggacacgtccatcagocacagectacatg segl

aaaatgcctagactgagatctgacgacacggccttatatttctgtgcaag segql
gagctgagcaggctgagatctgacgacacggtcgtgtattactgtgegag seqgl

353 = fin de la V-REGION
gglqactgcaagactttacccttgactcttggggecagggaaccetggteg
a

Figure 3.4: Diagramme de la procédure de délimitation de la V-REGION et de la détermination de la séquence
modéle.
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b) Le répertoire des genes et alleles V germline n’est pas enticrement connu et/ou la
séquence utilisateur est excessivement mutée: comme la suite des nucléotides
influence fortement ’alignement, cela peut perturber la détermination de la séquence
modele. La séquence utilisateur sera alors alignée avec un ensemble de séquences
consensus ¢tabli a partir du ‘IMGT Subgroup set'. L’utilisation de séquences
consensus permet de focaliser 1’alignement sur les particularités de 1’organisation
structurelle des séquences (positions des nucléotides conservés et longueur des CDR-
IMGT) et non pas sur I’enchainement des nucléotides qui composent la séquence. Par
conséquent, dans le cas ou il y a peu de séquences de référence pour une espece
donnée, I’outil est capable de déterminer une séquence modele dont 1’organisation
structurelle est semblable pour numéroter la séquence utilisateur. La détermination de

la séquence modele correspond a la démarche suivante:

e Dans une premiere étape IMGT/V-QUEST déduit la séquence consensus de
I'ensemble des séquences du ‘IMGT Subgroup set’ comme le décrit la figure
3.5A. L'alphabet dégénéré de 'ADN (Annexe 1) utilisé est constitu¢ de 15
lettres et d’un point représentant les gaps, soit
(g ar', s, m', v, K, 'w','d D R ).

e Dans une seconde étape, chaque séquence de référence est comparée a la
séquence consensus: le but est d’obtenir pour chaque comparaison, une
nouvelle séquence consensus dont les CDR-IMGT sont de méme longueur que
ceux de la séquence de référence. Tous les nucléotides ou gaps de la séquence
consensus qui sont localisés aux mémes positions que les gaps IMGT dans la
séquence de référence sont ¢liminés (Figure 3.5B). Le nombre et la position
des gaps sont mémoris€s par le programme pour étre utilisés lors de 1’étape de
numérotation de la séquence utilisateur. Un lot de séquences contenant autant
de séquences consensus modifiées qu’il y a de séquences de référence dans le
répertoire ‘IMGT Subgroup set’ utilisé est alors obtenu.

e Dans une troisiéme étape IMGT/V-QUEST élimine les séquences consensus
modifi¢es redondantes (Figure 3.5C).

e IMGT/V-QUEST aligne alors chaque séquence du lot de séquences consensus
modifiées avec la séquence de I'utilisateur. L’alignement donnant le meilleur

score définit la séquence consensus modifiée qui sera utilisée comme modele
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pour numéroter la séquence utilisateur. De plus, le meilleur alignement permet

¢également de délimiter la V-REGION dans la séquence utilisateur.

Détermination de la séquence modele pour la numérotation de la séquence
utilisateur en accord avec le IMGT unique numbering

A
IMGT unique --—--———-—- FR1-IMGT--> CDR1-1IMGT. <————— FR2-IMGT--——--
numbering 23 27 38 41
seqRefl tcc tgc aag gct tct gga tac acc ttc ... ... ... ... acc ggc tac tat atg cac tgg gtg cga
seqRef2 tcc tgc aag gct tct gga tac acc ttc ... ... ... ... act agc tat gct atg cat tgg gtg cgc
seqRef3 acc tgc acc ttc tct ggg ttc tca ctc agc ... ... act agt gga gtg ggt gtg ggc tgg atc cgt
seqRef4 acc tgc acc gtc tct ggg ttc tca ctc agc ... ... aat gct aga atg ggt gtg agc tgg atc cgt
seqRef5 acc tgc acc ttc tct ggg ttc tca ctc agc ... ... act agt gga atg tgt gtg agc tgg atc cgt
seqRef6 tcc tgt gca gcc tct gga ttc acc gtc ... ... ... ... agt agc aat gag atg agc tgg gtc cgc
seqRef7 acc tgt gcc atc tcc ggg gac agt gtc tct ... ... agc aac agt gct gct tgg aac tgg atc agg
Consensus wcc tgy rmv dyy tcy ggr kwc wsh btc wsy ... ... avy rvy rgh dhb kvk dkg vry tgg rts mgx
B
seqRefl tcc tgc aag gct tct gga tac acc ttc psssweewswws: acc ggec tac tat atg cac tgg gtg cga
Consensus wcc tgy rmv dyy tcy ggr kwc wsh btc wsy ... ... avy rvy rgh dhb kvk dkg vry tgg rts mgx
ConsM1 wcc tgy rmv dyy tcy ggr kwc wsh btc rvy rgh dhb kvk dkg vry tgg rts mgx
seqRef4 acc tgc acc gtc tct ggg ttc tca ctc agc ios i@ aat gct aga atg ggt gtg agc tgg atc cgt
Consensus wcc tgy rmv dyy tcy ggr kwc wsh btc wsy ... ... avy rvy rgh dhb kvk dkg vry tgg rts mgx
ConsM4 wcc tgy rmv dyy tcy ggr kwc wsh btc wsy avy rvy rgh dhb kvk dkg vry tgg rts mgx
C

Ensemble des séquences consensus modifiées en fonction de la taille des CDR-IMGTs des séquences de

référence

ConsM1 wcc tgy rmv dyy tcy ggr kwc wsh btc rvy rgh dhb kvk dkg vry tgg rts mgx
ConsM2 wcc tgy rmv dyy tcy ggr kwc wsh btc rvy rgh dhb kvk dkg vry tgg rts mgx
ConsM3 wcc tgy rmv dyy tcy ggr kwc wsh btc wsy avy rvy rgh dhb kvk dkg vry tgg rts mgx
ConsM4 wcc tgy rmv dyy tcy ggr kwc wsh btc wsy avy rvy rgh dhb kvk dkg vry tgg rts mgx
ConsM5 wcc tgy rmv dyy tcy ggr kwc wsh btc wsy avy rvy rgh dhb kvk dkg vry tgg rts mgx
ConsM6 wcc tgy rmv dyy tcy ggr kwc wsh btc rvy rgh dhb kvk dkg vry tgg rts mgx
ConsM7 wcc tgy rmv dyy tcy ggr kwc wsh btc wsy avy rvy rgh dhb kvk dkg vry tgg rts mgx

Délétion des séquences consensus modifiéess redondantes

ConsM1 wcc tgy rmv dyy tcy ggr kwc wsh btc rvy rgh dhb kvk dkg vry tgg rts mgx
ConsM7 wcc tgy rmv dyy tcy ggr kwc wsh btc wsy avy rvy rgh dhb kvk dkg vry tgg rts mgx

Figure 3.5: Exemple de la création du lot de séquences consensus. Les séquences indiquées sont des segments
de V-REGION (FR1-IMGT, CDR1-IMGT, FR2-IMGT) de différents génes et alléles de la position 22 a 43
selon la numérotation IMGT extrait pour I’illustration. Les nucléotides soulignés correspondent aux AA
conservés. A. Création de la séquence consensus. Les séquences de référence de cet exemple correspondent a des
segments de V-REGION des génes et alléles suivant: seqRefl = IGHV1-2*01; seqRef2 = IGHV1-3*01; seqRef3
= IGHV2-5*01; seqRef4 = IGHV2-26*01; seqRef5 = IGHV2-70*01; seqRef6 = IGHV3-d*01; seqRef7 =
IGHV6-1*01. B. Création de nouvelles séquences consensus ConsM1 et ConsM4 dont la longueur du CDR est
identique a celle des séquences de référence seqRefl et seqRef4 respectivement. Tous les nucléotides ou gaps de
la séquence consensus qui sont localisés aux mémes positions que les gaps IMGT dans la séquence de référence
sont éliminés. Un lot de séquence contenant autant de séquence consensus modifiée que de séquences de
référence est obtenu. C. Elimination des séquences redondantes dans le lot de séquences consensus modifiées
précédemment déterminé.

Dans la pratique, IMGT/V-QUEST recherche d’abord la séquence mod¢le selon la méthode
décrite dans a). En absence de résultat, il recherche la séquence modéle en passant par
I’intermédiaire des séquences consensus selon b).

A T’issue de cette étape, la V-REGION de la séquence utilisateur est délimitée: la position du
début de I’alignement avec la séquence de référence ayant le score le plus élevé permet de

déterminer le début de la V-REGION dans la séquence utilisateur. A partir de cette valeur,
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nous en déduisons le nombre de nucléotides de la séquence en 5’ de la V-REGION (cut-ofY),
qui ne seront pas montrés dans les alignements présentés par IMGT/V-QUEST. Dans le cas
de séquences partielles, les nucléotides manquants en 5’ par rapport a la séquence modele
(leur nombre est aooelé offset), seront alors remplacés par des ‘. dans les résultats affichés

par IMGT/V-QUEST. La séquence mod¢le du meilleur alignement est par 1a méme déduite.

3.4.3.2 Numérotation de la séquence utilisateur selon la numérotation unique IMGT

La séquence modele déterminée, IMGT/V-QUEST insére dans la séquence utilisateur
les gaps IMGT aux mémes positions que les gaps de la séquence modele dont les positions
ont ét¢é mémorisées. La séquence utilisateur répond, désormais aux régles de la numérotation
unique IMGT [14], de ce fait les FR-IMGT et CDR-IMGT sont délimités et les acides aminés

conservés localisés.

3.4.3.3 Identification du géne et allele V

Une fois la V-REGION de la séquence utilisateur numérotée selon les regles de la
numérotation unique IMGT unique numbering [14], la V-REGION est simplement comparée
nucléotide par nucléotide a l'ensemble des V-REGION des séquences du répertoire de
référence IMGT. Cet ensemble contient pour un type de chaine et une espeéce donnée, les V-
REGION de tous les genes et alléles V fonctionnels, ainsi que les ORF (open reading frame)
et pseudogenes (in-frame). Toutes ces séquences sont numérotées en accord avec les reégles de
la numérotation unique IMGT (IMGT unique numbering [14]). Le nom des geénes et all¢les
identifiés par IMGT/V-QUEST est conforme a la nomenclature IMGT, officiellement
acceptée par le Human Genome Organisation (HUGO) Nomenclature Committee (HGNC)
[240].

Chaque séquence de référence est comparée avec la séquence de I'utilisateur, nucléotide par
nucléotide dans le sens 5'->3'": de la position 1 a la position 104 pour les V-REGION des
chaines lourdes et de la position 1 a la position 109 et 110 respectivement pour les V-
REGION des chaines légeres kappa et lambda. Pour chaque comparaison, un score est évalué
(score qui sera affiché dans les résultats de ’outil), la plus grande valeur définissant le géne et

allele germline le plus proche de la séquence utilisateur.

Score = (5xnbL)—(4xnbD)

‘nbL’ étant le nombre de nucléotides identiques et ‘nbD’ le nombre de nucléotides différents

entre les séquences comparées.
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Le calcul du score ne prend pas en compte la fin de la V-REGION, étant donné que le CDR3-
IMGT fait partie intégrante de la jonction, sujette a d’importantes modifications via les
mécanismes de diversité des jonctions.

Le pourcentage d’identité est calculé dans les mémes conditions (de la position 1 a 104 pour
les V-REGION des chaines lourdes, et de la position 1 a 109 et 110 respectivement pour les
chaines légeres kappa (IGK) et lambda (IGL)). Si la séquence est partielle, le pourcentage
d’identité est calculé uniquement au niveau des nucléotides alignés. Le pourcentage d’identité
permet d’évaluer le statut mutationnel de la séquence utilisateur.

IMGT/V-QUEST ajuste la fin de la V-REGION en comparant les nucléotides de la séquence
utilisateur avec les nucléotides de la séquence la plus proche dans le sens 3' -> 5°. Par défaut,
dans IMGT/V-QUEST, la fin de la V-REGION en 3’ est déterminée lorsque dans
I’alignement nous obtenons deux nucléotides consécutifs identiques a la séquence germline.
Notons ici que si le géne V n’est pas identifi¢, ’ensemble de cette étape est effectué sur la

séquence en inverse complémentaire.

3.4.4 Détermination et caractérisation des mutations dans la V-REGION

La caractérisation des mutations dans la V-REGION de la séquence utilisateur se fait
par comparaison avec la V-REGION du geéne et allele V germline identifi¢ comme Ia
séquence la plus proche. Les mutations sont caractérisées selon leur type: soit des transitions
(modification d’une purine en purine, ou d’une pyrimidine en pyrimidine), soit des
transversions (changement d’une purine en pyrimidine ou d’une pyrimidine en purine), et les
mutations silencieuses ou non silencieuses. Dans le cas d’une mutation non silencieuse,
(conduisant au remplacement d’un acide aminé par un autre), le remplacement est qualifié
selon les classes d’acides aminés définies par IMGT: I’hydropathie, le volume et les
caractéristiques physicochimiques [241]. IMGT/V-QUEST localise les positions des motifs
ou se produisent les mutations somatiques préférentielles (décrites dans la littérature) appelées
les positions hot spots. Les motifs des hot spots (a/t)a, (a/g)g(c/t)(a/t), et leur motifs en inverse
complémentaire (a/t)(a/g)c(c/t), t(a/t) sont localisés dans le gene et 1’allele V germline le plus

proche.
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3.4.5 ldentification et description du géne J

Une fois la V-REGION délimitée, 1’outil recherche la J-REGION.

3.4.5.1 Délimitation de la J-REGION

IMGT/V-QUEST recherche la J-REGION sur un segment d’une longueur de 200
nucléotides, a partir de la fin 3' de la V-REGION, ou jusqu'a la fin de la séquence utilisateur si
celle-ci est plus petite. Cet intervalle de recherche permet d’identifier la J-REGION dans le
cas de jonctions de trés grande taille.

Pour cette recherche, le segment défini est aligné avec I’ensemble des J-REGION des génes et
des alleles J pour un type de chaine et pour une espece donnés. L’alignement avec le score le

plus élevé permet de délimiter la J-REGION.

3.4.5.2 Identification du gene et allele J

IMGT/V-QUEST compare ensuite chaque J-REGION des genes et alleles J germline
avec la J-REGION de la séquence utilisateur, nucléotide par nucléotide dans le sens 5° -> 3.
A chaque géne et allele J comparé a la séquence utilisateur, un score est évalué comme dans
le paragraphe 3.3.3.3 pour déterminer le geéne et 1’allele J germline le plus proche de la
séquence utilisateur. Le pourcentage d’identité est calculé entre la J-REGION délimitée et le
gene et allele J germline le plus proche. Pour éviter des résultats non significatifs, le nom des
genes et alleles J les plus proches ne sont pas fournis si moins de 6 nucléotides ont été alignés.
Si le geéne et allele J n’a pas pu étre identifié, la procédure de recherche de la J-REGION est
de nouveau appliquée, en utilisant un nouveau intervalle de recherche, localis¢ entre quelques
nucléotides en amont de la fin de la V-REGION et 200 nucléotides en aval. Cet intervalle de
recherche a ét¢ défini empiriquement et est différent en fonction du type de chaine de la
séquence utilisateur et du type de récepteur IG ou TR. Pour les chaines lourdes des IG,
I’intervalle de recherche sera compris entre la position 103 selon la numérotation unique
IMGT et 200 nucléotides en aval de cette position ou jusqu’a la fin de la séquence utilisateur.
Pour les chaines 1égeres kappa (IGK) et lambda (IGL), cet intervalle est compris entre la
position 107 selon la numérotation unique IMGT et 200 nucléotides en aval de cette position
ou jusqu’a la fin de la séquence utilisateur. Pour les chaines alpha des TR, I’intervalle est
compris entre la position 103 selon le IMGT unique numbering et 200 nucléotides en 3’ de
cette position ou jusqu’a la fin de la séquence utilisateur. Cette procédure permet en
particulier de localiser les J-REGION correspondant a des génes J avec de nombreux

nucléotides en 5’ éliminés par 1’activité exonucléase au cours du réarrangement.
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Si I’identification du geéne et alléle J est obtenue en utilisant un intervalle de recherche
empiétant sur la fin de la V-REGION (intervalle précédemment décrit), la délimitation de la
fin de la V-REGION de la séquence utilisateur reste par défaut la méme. Et le début de la J-
REGION est alors consécutif de la fin de la V-REGION.

La description (annotation) de la séquence est mise a jour: la V-J ou V-D-J-REGION est
délimitée, ainsi que les acides aminés conservés de la J-REGION, soit le tryptophane 118
pour les IGH ou la phénylalanine 118 pour les autres types de chaines. Ce qui permet de
délimiter la JUNCTION de la cystéine 104 (2nd-CYS) au tryptophane ou phénylalanine (J-
TRP ou J-PHE) 118 (C 104 -> F/W 118) et d’ajuster I’extrémité 3’ du CDR3.

3.4.6 ldentification et description du gene D

IMGT/V-QUEST recherche la D-REGION et le géne et allele D le plus proche de la
séquence utilisateur, uniquement pour les chaines lourdes des IG (IGH) et les chaines beta
(TRB) et delta (TRD) des TR. IMGT/V-QUEST aligne (cf. paragraphe 3.2) la région de la
séquence utilisateur située entre la fin de la V-REGION en 3’ et le début de la J-REGION en
5’ avec I’ensemble des D-REGION des genes et alleles D du répertoire de référence IMGT
(pour un type de chaine et une espece donnés).

Notons cependant que I’identification et la description d’un geéne D réalisé par
IMGT/JunctionAnalysis s’averent plus précises et ce sont les informations de

IMGT/JunctionAnalysis qui sont affichées dans la page de résultats de IMGT/V-QUEST.

3.4.7 Analyse détaillée de la JUNCTION

Une fois la jonction délimitée et les genes et alleles V et J déterminés, I’outil
IMGT/JunctionAnalysis [238] intégré a IMGT/V-QUEST identifie précisément le géne et
allele D germline le plus proche de la séquence utilisateur. Cette recherche est faite pour les
chaines lourdes des IG (IGH), et les chaines beta (TRB) et delta (TRD) des TR. Il délimite les
régions palindromiques ou P-REGION et les N-REGION résultant de la N-diversité. De plus,
IMGT/JunctionAnalysis [238] ajuste la fin de la V-REGION en 3’ et le début de la J-
REGION en 5°. L’annotation de la séquence est mise a jour en prenant en compte les résultats

de I’analyse de IMGT/JunctionAnalysis.
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3.4.8 Evaluation de la fonctionnalité

La dernic¢re étape de I’analyse consiste a évaluer la fonctionnalité de la séquence
utilisateur en accord avec les regles ’IMGT-ONTOLOGY [13]. Une séquence réarrangée des
récepteurs d’antigeénes est soit productive ou unproductive. Elle est définie comme productive
si aucun codon stop et aucun changement de cadre de lecture n’ont ét¢ détectés dans la V-D-J-
REGION ou V-J-REGION et si la jonction est ‘in-frame’ c'est-a-dire si les codons
correspondant aux AA conservés J-TRP ou J-PHE 118 sont dans le méme cadre de lecture
que la 2nd-CY'S 104. Elle est définie comme ‘unproductive’ si un ou plusieurs codons stops et
un changement de cadre de lecture sont détectés dans la V-D-J-REGION ou V-J-REGION,
et/ou si la jonction est ‘out-of-frame’, c'est-a-dire que les codons correspondant aux AA

conservés J-TRP ou J-PHE ne sont pas dans le méme cadre de lecture que la 2nd-CY'S 104.

3.5 Recherche des insertions et des délétions

Il a ét¢ montré dans la littérature que des insertions et des délétions peuvent se
produire respectivement dans 1,11% et 1,85% de cas dans la V-REGION de séquences
réarrangées d’IG de cellules B normales ou malignes [242]. Dans I’analyse classique de
IMGT/V-QUEST, les insertions et les délétions ne sont pas recherchées. Cependant, des
indices permettent de suspecter ce phénomene, notamment un faible pourcentage d’identité,
I’absence de la 2nd-CYS en position 104 ou bien encore des différences de longueur des
CDRI1-IMGT et/ou CDR2-IMGT entre la séquence utilisateur et le geéne et alléle V germline
le plus proche identifié.

Récemment, nous avons intégré une nouvelle fonctionnalité dans 1’outil IMGT/V-QUEST qui
permet de rechercher les insertions et délétions potentielles lors de 1’analyse.

Dans le principe, la recherche de ces insertions et/ou des délétions dans la séquence utilisateur
est basée sur un alignement de type local. Les alignements locaux ont pour but de trouver
seulement les segments les plus similaires entre deux séquences en excluant les fragments
plus distants. Pour évaluer les scores d’alignement avec des insertions et des délétions, il est
nécessaire de les prendre en compte dans le calcul du score. L’approche la plus simple
consiste a étendre la définition de nos matrices et de rajouter des coefficients pour
I’alignement d’un nucléotide avec une ‘bréche’ ou gap. Nous utilisons généralement une
valeur A de pénalité d’apparition de gap déterminée empiriquement pour obtenir les meilleurs
résultats. Il est également possible d’appliquer une pénalité fixe pour toutes insertions, plus

une pénalité pour étendre I’insertion. Cette derniére pénalité est moins lourde mais permet de
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prendre en compte la longueur. L’expression de cette pénalité, a deux parametres, peut étre
décrite par I’équation suivante:
P=A+yl

P étant la pénalité pour une insertion de longueur I, A la pénalité fixe d’apparition d’une
insertion indépendante de la longueur et y la pénalit¢ d’extension pour un ¢€lément. En
conséquence, une longue insertion est légerement plus pénalisante qu’une courte, ce qui
revient en fait @ minimiser le poids de la longueur des insertions par rapport a I’introduction
méme d’une insertion.

Le temps de comparaison de deux séquences de longueur équivalente n est proportionnel a n’.
L’exploration de chaque position de chaque séquence pour la détermination d’une insertion
ou d’une délétion augmente considérablement le nombre total de fagons différentes d’aligner
entre elles deux séquences. Ce nombre total de combinaisons est approximativement de 2",

r r VS r 2*) 4
Par conséquent, pour deux séquences de 20 nucléotides cela représente 27 2°=2%

ce qui
représente déja plus de 137 milliards de combinaisons. Il est donc impensable d’employer une
approche de type ‘force brute’ (qui consiste a tester tous les alignements), contrairement a

I’alignement global sans insertions/délétions utilisé¢ par IMGT/V-QUEST (cf. 3.2).

Nous avons utilis€, pour la détection des insertions/délétions, une méthode algorithmique tres
générale appelée programmation dynamique, qui permet de trouver 1’alignement optimal en
temps O(n?). Elle est basée sur le fait que tous les événements sont possibles et calculables
mais que la plupart sont rejetés en considérant certains critéres. La recherche des insertions et
des délétions est donc basée sur I’algorithme dynamique d’alignement local appelé Smith et
Waterman [243].

Lors de I’étape d’identification des insertions et délétions, la V-REGION de la séquence
utilisateur, délimitée dans 1’étape d’identification et description du geéne et allele V, est
alignée aux V-REGION des 10 génes et alleles V germline les plus proches. Les parametres
employés lors de 1’alignement utilisé¢ par IMGT/V-QUEST pour la détection des insertions et

des délétions sont décrits dans la table 3.1.
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Tableau 3.1: Paramétres d’alignement Smith&Waterman.

Parameétres Valeurs
Match -1
Remplacement 0
Insertion 30
Délétion 30
Extension de gap 1

Les différentes étapes sont représentées dans la figure 3.6.
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Figure 3.6: Diagramme de procédure de la détermination des insertions délétions dans la séquence utilisateur.




1. Si des insertions sont détectées dans 1’alignement donnant le meilleur score, elles
sont alors exclues de la séquence utilisateur pour restaurer la numérotation unique
IMGT perturbé par les insertions. La position des insertions est mémorisée par le
programme afin de les afficher au niveau des résultats et pour informer
I’utilisateur. Aprés 1’exclusion des insertions, [’outil applique de nouveau
I’ensemble de la procédure de détermination du gene et alléle V le plus proche de
la séquence utilisateur (cf 3.3.3). Nous réalisons une seconde fois ’alignement
Smith et Waterman [243] pour rechercher les délétions potentielles.

2. Si des délétions sont détectées, des gaps sont insérés dans la séquence utilisateur
pour restaurer la numérotation unique IMGT [14]. Et nous appliquons de nouveau
I’ensemble de la procédure de détermination du gene et alléle V le plus proche de

la séquence utilisateur sans la recherche des insertions et délétions.

En cas d’insertions ou de délétions, les alignements de Smith et Waterman [243] ne tiennent

pas compte du cadre de lecture de la V-REGION. Voici une illustration d’une insertion de 3

nucléotides:
Séquence analysée (cadre de lecture 1) ATCGTCGTC
Séquence de référence A---TCGTC

Lorsque les insertions et les délétions concernent un nombre de nucléotides multiple de 3, et
si un ou les deux premiers nucléotides de I’insertion de la séquence analysée (dans notre
exemple TC en vert) sont identiques aux un ou deux nucléotides de la séquence de référence
suivant I’insertion (dans notre exemple TC en vert), IMGT/V-QUEST les localise de
préférence au niveau de codons pleins. Ainsi, dans I’illustration choisie, suite a la
modification effectuée par IMGT/V-QUEST, la localisation de I’insertion correspond au
codon GTC:

Séguence analysée ATCGTCGTC
Séquence de référence ATC---GTC

Dans nos calculs de score, nous avons utilis¢é une pénalité fixe pour I’apparition d’une
insertion ou d’une délétion, ajoutée a une pénalité d’extension de gaps, tandis que pour les

substitutions, nous avons utilis¢ une matrice de substitution décrite en annexe 3. Les
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parametres utilisés dans les alignements Smith et Waterman [243] (Table 3.1) ont été obtenus
de facon empirique dans le but de détecter au mieux les insertions et délétions potentielles.

Le réglage de ces parametres a été obtenu par une série de tests effectués sur un lot de 26
séquences de patients atteints de LLC répertoriés par le European Research initiative on CLL
(ERIC). Les séquences sont considérées comme problématiques car elles présentent des
insertions et des délétions identifiées (Annexe 5). Lors de la détermination de ces parametres,

nous avons cherché a minimiser la possibilité d’obtenir des délétions en 3° de la V-REGION.

3.6 L’interface utilisateur IMGT/V-QUEST

IMGT/V-QUEST est accessible sur le Web (http://www.imgt.org), via une interface
utilisateur, qui permet d’analyser les séquences réarrangées d’IG et TR et d’en visualiser les

résultats.

3.6.1 IMGT/V-QUEST Search

IMGT/V-QUEST peut analyser jusqu’a 50 séquences simultanément [236]. Les
séquences doivent étre soumises en format FASTA, et peuvent étre des séquences réarrangées
des 3 locus (IGH, IGK et IGL) pour les IG et des 4 locus (TRA, TRB, TRG, TRD) pour les
TR. Les séquences génomiques d’ADN (ADNg) ou d’ADN complémentaire (ADNc) sont
analysées selon la méme procédure (I’organisation d’une V-D-J-REGION et d’une V-J-
REGION étant la méme pour les 2 types de molécules). IMGT/V-QUEST analyse les
séquences dans 1’orientation ‘sens’, puis si aucun résultat n’est obtenu, 1’analyse est appliqué
dans I’orientation ‘anti-sens’. Les résultats de I’analyse sont présentés dans 1’orientation
‘sens’ des séquences.

L’utilisation de IMGT/V-QUEST se divise en deux étapes:

(1) L’utilisateur sélectionne I’espece et le type de récepteur d’antigénes des séquences
a analyser.

(i1) I1 peut ensuite soumettre jusqu’a 50 séquences en format FASTA.

Avant chaque analyse, les utilisateurs ont la possibilit¢ de personnaliser 1’affichage des
résultats (Figure 3.7). Ils peuvent obtenir les résultats sous un format texte et paramétrer le
nombre de nucléotides pour chaque ligne de I’alignement. IMGT/V-QUEST offre deux

formes de présentations différentes des résultats:
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e Le «Detailed view» affiche les résultats des séquences individuellement.
e Le «Synthesis view» affiche les alignements des séquences assignées au méme gene et

allele V.

Selection for results display
Export in text Nb of nucleotides per line in alignments: |50 -]

& A, Detailed view

1. [+ Alignment for V-GENE 6. [ V-REGION alignment 12, IMGT Collier de Perles

2. [+ Ahgnment for D-GENE 1. F SIOMN translation & link to IMGT/Caollier-de-Perles tool

3. [+ Abgnment for J-GENE 8 10N protein display erles (for a nb of sequences < §)

4. - Results of IMGT/JunctionAnalysis 8. I” V-REGION mutatian table erles
€ with full list of eligible D-GENEs ( ON mutation statistics 13. 1 ar y ith gaps in FASTA
& wathout list of eligible D-GENEs 1. ™ V-REGION mutation hot spats acc yloGens

5. T Sequence of the JUNCTION ('nt' and "AA") 14, [T Annatation by IMGT/Automat

 B. Synthesis view

[+ V-REGION protein display (with AA class colors)

[~ V-REGION protein display (only AA changes displayed)
V-REGION most frequenthy occurring AA

[+ Results of MGT/unctionAnalysis

o ohy
@~ @
<

Advanced parameters

Selection of IMGT reference directory set [F +0ORF+ in frame P - & With all alleles € With aliele *01 only
Search for insertions and deletions & No € ‘es (slower, the nb of submitted sequences in a single run is limited to 10)
default =] in 3V-REGION
WAL Mb of D-GENES in IGH JUNCTIONs (default is 1) =
Parameters for IMGTIJ ¥ |df=iault | Nb of accepted mutations: | clefault =| in D-REGION
default =] in S-REGION
Hb of nucleotides to exclude in 5' of the V-REGION far Mb of nucleatides to add (or exclude) in 3' of the V-REGION for the evaluation of the

the evaluation of the nb of mutations (in results 9 and 10} alignment score (in results 1)
Parameters for "Detailed view" [— 3

Figure 3.7: Paramétres de I’interface IMGT/V-QUEST. ‘Selection for results display’ permet a 1’utilisateur de
sélectionner le type d’affichage des résultats et les options d’analyse pour chacune d’elle (14 pour ‘Detailed
view’ et 8 pour ‘Synthesis view’). Les paramétres avancés permettent aux utilisateurs de modifier les valeurs par
défaut.

IMGT/V-QUEST offre la possibilit¢ de paramétrer les analyses des séquences d’IG et TR

selon les besoins de chaque utilisateur dans ‘Advanced parameters’.

1. ‘Selection of IMGT reference directory set’ permet de sélectionner les répertoires de
références utilisés pour I’identification des geénes et alleles V, D et J et les alignements
(‘F + ORF’, ‘F + ORF + in-frame P’, ‘F + ORF including orphons’ and ‘F + ORF +
in-frame P including orphons’, ou F signifie fonctionnel, ORF signifie cadre de lecture
ouvert et P pseudogéne). Le choix du répertoire de référence permet a 1’utilisateur de
travailler uniquement avec les séquences des geénes appropriées (par exemple les
séquences orphons sont appropriées pour I’analyse de séquences génomiques mais ne
le sont pas pour I’étude de I’expression des répertoires). Les répertoires de référence
peuvent étre également utilisés soit avec tous les alleles (‘“With all alleles’), soit

uniquement avec 1’allele *01 (‘With allele *01 only”).
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ii.  ‘Search for insertions and deletions’ permet de rechercher les insertions et délétions
dans la séquence utilisateur. Dans ce cas, le nombre de séquences soumises est limité a
10, le temps de I’analyse étant sensiblement plus long.

iii.  ‘Parameters for IMGT/JunctionAnalysis’ permet de déterminer le nombre de D-GENE
a rechercher dans une jonction IGH, TRB et TRD (par défaut 1 pour le locus IGH, 1
pour le locus TRB et 3 pour le locus TRD) et le nombre de mutations acceptées dans
la partie 3’ de la V-REGION (3’V-REGION), la D-REGION et dans la partie 5’ de la
J-REGION (5’J-REGION) (par défaut le nombre de mutations accepté pour le locus
IGH est de 2 pour la 3’V-REGION et la 5’J-REGION et de 4 pour la D-REGION,
pour les locus IGK et IGL, il est de 7 pour la 3’V-REGION et 5’J-REGION). Les
valeurs par défaut sont égales a 0 pour tous les locus TR car il n’y a pas
d’hypermutations somatiques.

iv.  ‘Parameters for Detailed View’: ces options sont uniquement disponibles pour le
‘Detailed view’. ‘Nb of nucleotides to exclude in 5’ of the V-REGION for the
evaluation of the nb of mutations’ permet d’exclure un certain nombre nucléotides
dans D’extrémité 5’ de la V-REGION pour limiter I’impact des amorces (primers
utilisés pour les amplifications) lors de I’analyse des mutations. ‘Nb of nucleotides to
add (or exclude) in 3' of the V-REGION for the evaluation of the alignment score’
permet de définir le nombre de nucléotides a ajouter ou a exclure en 3’ de la V-
REGION pour limiter I’impact d’une forte activité exonucléase lors de 1’évaluation du

score d’alignement.

3.6.2 IMGT/V-QUEST Results
3.6.2.1 Detailed view

Le «Detailed view», affiche les résultats de I’analyse des séquences individuellement.
C’est la sortie par défaut de I’outil IMGT/V-QUEST.
Pour chaque séquence un tableau récapitulatif résume les principaux résultats de I’analyse

(Figure 3.8). Chaque ligne du tableau est décrite ci-dessous:
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A

Result summary: Productive IGH rearranged sequence (no stop codon and in-frame junction)
V-GENE and allele IGHV1-18"01 | score = 1426 identity = 99,65% (287/288 nt)
J-GENE and allele IGHJ3*02 (a) score = 164 identity = 81,63% (40/49 nt)
D-GENE and allele by * _— ’
IGHD2-2*02 -

IMGT/JunctionAnalysis IGHD2-2702 D-REGION is in reading frame 3
[CDR1-IMGT.CDR2-IMGT.CDR3-IMGT]
lengths and AA JUNCTION [8.5.9] CARCIRREDIV
(a) Other possibilities: IGHJE*02 (highest number of consecutive identical nucleotides)

B
Result summary: Unproductive IGH rearranged sequence (stop codons, out-of-frame junction)
V-GENE and allele IGHV3-h*01(P) | score = 1321 identity = 96,14% (274/285 nt)
J-GENE and allele IGHJ5"02 score = 237 identity = 96,08% (49/51 nt)
D-GENE and allele by " e :

IGHD3-3*01 -

IMGT/JunctionAnalysis D-REGION is in reading frame 3
[CDR1-IMGT.CDR2-IMGT.CDR3-IMGT] =
lengths and AA JUNCTION [8.7.X] CSRDKVE*"VLRFLEWLFYE#NWFDPW

o]
Result summary: Productive IGH rearranged sequence (no stop codon and in-frame junction)(a)
V-GENE and allele 1GHVS5-2"03 score = 607 identity = 67,71% (195/288 nt)
J-GENE and allele 1GH.J4*02 score = 163 identity = 82,98% (39/47 nt)
D-GENE and allele by . : . .
IMGT/JunctionAnalysis 1GHD2-8*01 D-REGION is in reading frame 2
[CDR1-IMGT.CDR2-IMGT.CDR3-IMGT] _ T
lengths and AA JUNCTION [6.8.17] MYYCARHGTTSAWSRFDYW (2nd-CYS 104 not identified)

(a) Low V-REGION identity (67,71% ), and non-identification of 2nd-CYS 104. This may indicate potential nucleotide
insertion(s) and/or deletion(s): try 'Search for insertions and deletions' in ‘Advanced parameters’ at the bottom of the Search
page

gotggrgoagtee
aaggcttotggatac

Nucleotide insertions have been detected and automatically removed for this analysis:
they are displayed as capital letters in the user submitted sequence above.

Result summary: localization in nb of T causing | from V-REGION | from nt position in user
V-REGION |inserted nt | ' fi hift codon submitted sequence
CDR2-IMGT 9 GATCCTAAT no 62 163

IMGT/V-QUEST results after removal of the insertion(s):
Potentially productive IGH rearranged sequence: no stop codon and in-frame junction
(Check also your sequence with BLAST against IMGT/GENE-DB reference sequences to eventually identify out-of-frame

pseudogenes)
V-GENE and allele IGHV5-2*03 | score = 1308 identity = 95,14% (274/288 nt)
J-GENE and allele 1GH.J4*02 score = 163 identity = 82,98% (39/47 nt)

D-GENE and allele by
IMGT/JunctionAnalysis

[CDR1-IMGT.CDR2-
IMGT.CDR3-IMGT] lengths | [8.8.14] CARHGTTSAWSRFDYW
and AA JUNCTION

Figure 3.8: Exemples de tableaux récapitulatifs fournis par IMGT/V-QUEST. A. Exemple d’une séquence
réarrangée, productive, sans codon stop avec une jonction ‘in-frame’. B. Exemple d’une séquence réarrangée
‘unproductive’ avec un codon stop dans la V-D-J-REGION et une jonction est ‘out-of-frame’. C. Exemple d’une
séquence montrant un faible pourcentage d’identité avec le géne germline (67,7%). Une note indique en bas du
tableau 1’existence d’insertion(s) et/ou délétion(s) potentielles dans la séquence utilisateur. D. Exemple d’une
séquence analysée avec 1’option de recherche des insertions et délétions. Les séquences utilisées pour ces
exemples correspondent aux numéros d’acces de IMGT/LIGM-DB [244] AB063682 (A), AJ889829 (B) et
X94075 (C et D).

IGHD2-8*01 | D-REGION is in reading frame 2
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1.

Result summary: fournit les informations les plus importantes, c'est-a-dire
I’évaluation de la fonctionnalité de la séquence utilisateur. Par exemple la Figure 3.8A
montre une séquence d’IG productive, sans aucun codon stop détecté et une jonction
‘in frame’.

V-GENE and allele: indique le nom (nomenclature IMGT) des génes et all¢les
germline V les plus proches de la séquence utilisateur [3, 237]. Si le gene et alléle
déterminé comme étant le plus proche est un pseudogene ou un ORF, la lettre (P) ou
les lettres (ORF) sont ajoutées respectivement apres le nom du gene et allele V, par
exemple IGHV3-h*01 (P) (Figure 3.8B) indique que 1’alléle le plus proche de la
séquence utilisateur est un pseudogene. Il est intéressant de noter que des séquences
réarrangées productives peuvent résulter d’un réarrangement impliquant un
pseudogene, par exemple par 1’élimination d’un codon stop durant les réarrangements
ou lors d’hypermutations somatiques (HMS). Dans ce cas précis, un message est
affiché pour alerter I’utilisateur de la présence d’un pseudogeéne. Avec le nom du gene
et allele identifié sont indiqués le score d’alignement et le pourcentage d’identité (ainsi
que le nombre de nucléotides pris en compte pour 1’évaluation). Si plusieurs genes et
alléles ont le méme score, ils sont tous indiqués. Un faible pourcentage d’identité peut
résulter de caractéristiques particulieres dans la séquence utilisateur, telles que les
hypermutations somatiques (SHM) par insertions ou par délétions. En clair, quand le
pourcentage d’identité est inférieur a 85%, une note est affichée dans le ‘Results
summary’ pour attirer I’attention de 1’utilisateur.

J-GENE and allele: indique le nom des génes et alléles J germline les plus proches de
la séquence utilisateur [3, 237] ainsi que le score d’alignement et le pourcentage
d’identité. L’identification des génes et all¢les J est déterminée par le plus haut score
d’alignement. Cependant, une note est ajoutée quand il existe d’autres alternatives
comme par exemple des geénes et alleles J ayant un plus grand nombre de nucléotides
consécutifs identiques (voir note (a) dans la figure 3.8A). Si la J-REGION délimitée
dans la séquence utilisateur fait moins de 6 nucléotides, elle n’est pas considérée
comme significative et dans ce cas, le message «Moins de 6 nucléotides sont alignés"
est affiché.

D-GENE and allele by IMGT/JunctionAnalysis: indique le nom du géne et alléle D
germline le plus proche [3, 237] de la séquence utilisateur, identifié¢ par le programme
IMGT/JunctionAnalysis [238], avec son cadre de lecture dans la séquence utilisateur.

Cependant, les utilisateurs ont la possibilit¢ de changer le nombre de mutations
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tolérées dans la jonction (3' V-REGION, D-REGION et 5’J-REGION) lors de la
recherche de la D-REGION (paramétres avancés dans IMGT/V-QUEST Search page).
IMGT/JunctionAnalysis gere toutes les difficultés intrinseques de 1’analyse des
jonctions et de la détermination du geéne et allele D (une taille réduite de la D-
REGION, I’'usage du 2™ ou 3™ cadre de lecture, 1’élimination des nucléotides dans
la jonction par les exonucléases et la présence de mutations).

CDR1-IMGT, CDR2-IMGT, CDR3-IMGT lengths and AA JUNCTION: définit la
taille des 3 CDR-IMGT (CDR1-IMGT, CDR2-IMGT et le CDR3-IMGT) et affiche la
JUNCTION en AA. Ces informations sont des caractéristiques importantes de la
séquence. De plus, la différence de longueur des CDRI-IMGT et CDR2-IMGT
lorsqu’elles sont comparées aux CDRI-IMGT et CDR2-IMGT de la séquence
germline peut indiquer la présence d’insertions et de délétions. Dans ce cas une note
est ajoutée au tableau pour attirer I’attention de 1’utilisateur. La taille du CDR3-IMGT
dépend du réarrangement des genes V-D-J ou V-J. Un X définit une séquence dont le
CDR3-IMGT n’est pas déterminé, dans le cas par exemple d’une jonction ‘out-of-
frame’ [8,7,X] (Figure 3.8B). La séquence de la jonction en AA permet de visualiser

si:

e lajonction est ‘in-frame’ ou ‘out-of-frame’ (un changement de cadre de lecture est
montré par le signe diése ‘#’). La présence ou I’absence de codons stop est
indiqué (les codons stop sont identifiés par des astérisques ‘*”).

e la présence ou I’absence des acides aminés conservés la 2nd-CYS en position 104,
W J-TRP en position118 dans la chaine lourde ou F J-PHE en position 118 dans
les autres types de chaine.

e des motifs spécifiques éventuels peuvent étre caractéristiques des réarrangements

des LLC.

Alignements, jonction, mutations, IMGT Collier de Perles

Les détails des résultats de I’analyse des séquences utilisateurs sont affichés a la suite

du tableau récapitulatif: ils comprennent les alignements obtenus pour I’identification des

genes et alleles V, D et J, les résultats de 1’analyse de la jonction par IMGT/JunctionAnalysis,
les différents alignements de la V-REGION (‘V-REGION alignment’ et ‘V-REGION

translation’), les tableaux regroupant les résultats de 1’analyse des mutations dans la séquence
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utilisateur ‘V-REGION mutation table’, et la ‘V-REGION mutation statistics’, le ‘IMGT
Collier de Perles’.

Alignments for V, D and J GENE and allele identification

IMGT/V-QUEST affiche les alignements entre la séquence utilisateur et les cinq geénes

et alleles germline V, D et J les plus proches, ainsi que leur score d’alignement et leur

pourcentage d’identité.

Results of IMGT/JunctionAnalysis

Les résultats de IMGT/JunctionAnalysis (Figure 3.9) comprennent 1’analyse de la

jonction avec:

1.

les détails de la jonction au niveau nucléotidique (en précisant les nucléotides
¢liminés a la fin des geénes V, D et J et les N nucléotides ajoutés par la TdT) avec la
délimitation précise des extrémités de la V-REGION en 3°, de la D-REGION et de la
J-REGION en 5°. Les points représentent les nucléotides qui ont été ¢éliminés par
I’activité des exonucléases. Le nombre de mutations dans la 3’V-REGION, D-
REGION et 5’J-REGION est indiqué, par exemple Vmut 0, Dmut 1 et Jmut 0
(Figure 3.9), et les nucléotides mutés correspondants sont soulignés. Les nucléotides
de la N-REGION sont affichés dans N1 et N2. Le ratio du nombre de nucléotide g/c
sur le total de nucléotides est indiqué sous le titre ‘Ngc’, par exemple caa (N1) et gc
(N2) donne un Ngc de 3/5 (Figure 3.9). Le nombre de mutations acceptées dans les
jonctions IGH sont de 2 dans la 3°’V-REGION, de 4 dans la D-REGION et de 2 dans
la 5’J-REGION. Cependant dans le cas de génes IGHV non mutés (pas de mutations
du FR1-IMGT jusqu’au FR3-IMGT), ces nombres sont modifiés: 0 pour la 3’V-
REGION et 5’J-REGION, et 2 pour la D-REGION dans le but de refléter la faible
probabilité¢ de HMS.

Les genes ¢ligibles ou ‘Eligible D genes’: cette option permet aux utilisateurs de
comparer le géne D identifi¢ par IMGT/JunctionAnalysis avec tous les D génes
candidats qui ont un score d’alignement au minimum de quatre. Le gene et allele D
avec le meilleur score, sélectionné par IMGT/JunctionAnalysis, est encadré dans le
rectangle rouge de la figure 3.9. La localisation d[8-28]s[13-33] signifie que les
nucléotides aux positions 8 a 28 du gene germline IGHD3-22*01 identifi¢ comme
étant le plus proche de la séquence utilisateur correspondent aux nucléotides des

positions 13 a 33 de la séquence.
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3.

‘Translation of the JUNCTION’ affiche les séquences en acides aminés de la
jonction, et le cadre de lecture (le symbole ‘+’ indique que la jonction est in-frame
alors que le ‘- signifie que la jonction est out-of-frame, la taille du CDR3-IMGT, la
masse moléculaire et le point isoélectrique (pl). Les acides aminés sont coloriés selon
les 11 classes d’acides aminés définies par IMGT [241]. Dans le cas d’un frameshift
(changement de cadre de lecture), les gaps (représentés par un ou des points) sont
insérés pour maintenir le cadre de lecture de la J-REGION et faciliter la comparaison
des séquences. Le codon correspondant qui ne peut pas étre traduit est représenté par
‘#’. La séquence des jonctions est disponible en texte, pour simplifier 1’exportation,

par s€lection des options dans les paramétres avancés de IMGT/V-QUEST.
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Analysis of the JUNCTION

D-REGION is in reading frame 2.

Input V name 3'V-REGION N1 D-REGION N2 5'J-REGION J name D name Vmut Dmut Jmut Ngec
seql  |GHV1-69"01 tgtgcgaga.. ©as ....... tatggtagtagtggttattac... g¢  ....ceen. ctactgg IGHJ4*01 IGHD3-22*01 0o 1 0 3/5

Eligible D genes

D name D length TgTQCYAgACAATATJYTAYTAJTYTTATIACYCCTACTYY Score#  Mutation®  Location
IGHD1-1*01 17 b =l o 8 3 d[1-11].s[16-26]
IGHD2-2"01 k| mmm e ———— 12 1 d[4-16].s[12-24]
IGHD2-2°02 31 SO S 12 1 d[4-16].s[12-24]
IGHD2-2"03 k) mmm e e ———— 12 1 d[4-16].5[12-24]
IGHD3-3*01 n e 11 0 d[17-27],s[22-32]
IGHD3-3"02 b T et 11 0 d[17-27)5(22-32]
IGHD4-4*01 16 —=f=Cmm— 6 2 d[9-16),5[26-33]
IGHD5-5"01 2  meeeee [ ] d[14-19] 5[24-29]
IGHDG-6*01 18 -——a-C—— 6 2 d[4-11],5[13-20]
IGHD1-7*01 17 e T 8 3 d[1-11],s[16-26]
IGHD2-8*01 ki ———— L= G 13 3 d[4-19],s[12-27]
IGHD2-8"02 k| R =R EEE 13 3 d[4-19],s[12-27]
IGHD3-9"01 e 9 0 d[19-27],5(24-32]
IGHD3-10"01 k| ---Ta----a-- 9 3 d[20-31],s[22-33]
IGHD3-10"02 30 ——=ta-——-8~= 9 3 d[19-30),5(22-33]
IGHD4-11*01 16 --g-c--= [ 2 d[9-16],5[26-33]
IGHDS-12*01 23 ——— AT o= 11 4 d[2-16],5[15-29]
IGHD6-13*01 21 --Cc--CL-g-- 7 4 d[10-20],s[19-29]
IGHD1-14*01 17 ---a-- 5 1 d[3-8].s[28-33]
IGHD2-15°01 k) craabrrrrslinrrs 14 2 d[4-19]5[12-27]
IGHD3-16"01 37 ==g-==TR==Cm==n 11 4 d[20-34],5[16-30]
IGHD3-16*02 37 R T 1 4 d[20-34] 5[16-30]
IGHD4-17"01 16 ———g=Cm—— 7 2 d[8-16].5[25-33]
IGHD5-18%01 20 —— 6 0 d[14-19] 5[24-29]
IGHDE 101 2 ---c-----c-gg--- 12 4 d6-21]s[18-33)
IGHD1-20"01 17 S = - i o 8 3 d[1-11],s[16-26]
IGHD2-21*01 28 mmmslesges=ge--g== 13 4 d[4-20].s[12-28]
IGHD2-21*02 28 e e 1" 3 d[4-17].5[12-25]
IGHD3-22"01 N e T 20 1 d[8-28].s[13-33]
IGHD4-23*01 19 -—C=——g-—— 8 2 d[5-14],5[13-22]
IGHD5-24*01 20 ----aga---c-- 9 4 d[1-13],5[17-29]

Translation of the JUNCTION
CDR3-IMGT Molecular

104 105 106 107 108 109 110 112 113 114 115 116 117 118 Frame pI
length mass
3 | LRE [ RERY BE
seql tgt gcg aga caa tat ggt agt agt ggt tat tac gec tac tgg + 12 1,674.81 8.89

Figure 3.9: Résultats de IMGT/JunctionAnalysis. Les résultats de 1’analyse par IMGT/JunctionAnalysis de la
seql avec le numéro d’accés DQ100777 dans IMGT/LIGM-DB [244], comprend ‘Analysis of the JUNCTION’,
‘Eligible D genes’ et ‘Translation of the JUNCTION’ avec les acides aminés coloriés en accord avec les classes
physicochimiques de IMGT [241].
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‘V-REGION alignment’” and ‘V-REGION translation’

Ces deux alignements sont particuliérement intéressants pour visualiser les mutations.
Le ‘“V-REGION alignment’ affiche 1’alignement entre la séquence utilisateur avec les cinq
genes et alleéles V germline les plus proches. Dans cet alignement les FR-IMGT et les CDR-
IMGT sont délimités, les nucléotides mutés sont affichés tandis que les tirets correspondent a
des nucléotides identiques. La ‘V-REGION translation’ (Figure 3.10) montre ’alignement
entre la séquence utilisateur avec le gene et allele V le plus proche et sa traduction en acides
aminés. Les FR-IMGT et CDR-IMGT sont délimités dans I’alignement, et dans le cas de
mutations non silencieuses les changements d’AA sont indiqués au-dessus du codon muté.
Cet alignement permet de visualiser dans la séquences les mutations décrites dans les tableaux

‘V-REGION mutation table’ et ‘V-REGION mutation statistics’.

e b gtttk o ot FR1 - IMGT ----
1 5 10 15 20
Q v Q L v Q 5 G A E v K K P G 5 -] v K v 5 L]
seql cag gtg cag ctg gtg cag tet ggg get ... gaa gtg aag aag cct ggg tcc teg gtg aag gte tee tg
L22582 IGHV1-69*01 === === == === === === === === === == === === === s== s== === === === === === === ==
———————————— > CDR1 - IMGT Lmwnan=
25 30 as 40 45
K A F G v T F 5 5 X A I s v R Q A
seql c aag gct ttt gga gtec ace tte ... ... ... ... agt agt tac gect atec agc gtg cga cag gecc
s G
L22582 IGHV1-69+*01 A s e s S e ey Al SR e D S i i
FRZ - IMOT =—--=======s==c====o======s) > Cmmmmmmme
50 55
P G Q G P E W M G G N b 4 A
sagl cct gga caa ggg cct gag tgg atg gga ggg 7 aac tac go
L I T
L22582 IGHV1-69+01 Mesidnn HEs BEE S smbiEse e e sl s S imae R NSl G SR e SRR e e = e
------------------------------------------------------------- FR3 - IMGT ~=========—————
70 75 80 85 90
Q K F Q G R v T I T A D A 5 T 5 T v b 4 E
sagl a cag aag ttc cag ... ggc aga gtc acg att ace gog gac gcoca tecc acg age acg gte tac gag
E A
L22582 IGHV1-69+*01 ST e e R e it e S e e S e i i e e, s
------------------------------------------------------ > CDR3 - IMGT
95 100 104
v - 5 L R 5 E D T A v 4 [+ A Q ¥ G 5 5 G b 4
seqgl gtg agc age ctg aga tct gag gac acg goe gtg tat tat|tgt|geg aga caa tat ggt agt agt ggt ta
L
L22582 IGHV1-69+*01 ==l S S S S e S S e i e e e S e e e S il e S e i e
Y A 4 G H G T L v T v
seqgl t tac gee tac ggc cac gga acc ctg gtc ace gte t

L22582 IGHV1-69+*01

Figure 3.10: ‘“V-REGION translation’. La séql correspond au numéro d’accés DQ100777 dans la base de
données IMGT/LIGM-DB [244]. Le CDRI1-IMGT, CDR2-IMGT, CDR3-IMGT sont coloriés en rouge, orange
et violet respectivement. Les mutations silencieuses, par comparaison avec le géne et alléle V germline le plus
proche (IGHV1-69*01) sont en bleu. Les mutations non silencieuses et les changements d’acides aminés qui en
résultent sont en vert.
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‘V-REGION mutation table’ and ‘V-REGION mutation statistics’

Le tableau ‘V-REGION mutation table’ (Figure 3.11A) liste les mutations en
nucléotides et en acides aminés dans la séquence utilisateur comparée avec la séquence
germline du gene et alléle V le plus proche. Les mutations sont décrites pour la V-REGION et
pour chaque FR-IMGT et CDR-IMGT avec pour chacune d’elle, sa position en accord avec
les reégles de la numérotation unique IMGT [14]. Pour les mutations non silencieuses, on
indique entre parenthéses si les propriétés des acides aminés originaux sont conservées apres
mutation (hydropathie, volume et caractéristiques physicochimiques). Par exemple c260>t,
A87>V (+ - +) signifie que la mutation du nucléotide ¢ en t conduit au codon 87 a un
changement d’acide aminé qui, par rapport a I’AA original, est dans la méme classe pour
I’hydropathie (+), dans une classe différente pour le volume (-) et dans une méme classe pour
les propriétés physicochimiques (+).

Le tableau ‘V-REGION mutation statistics’ (Figure 3.11B) évalue le nombre de mutations
silencieuses et non silencieuses, le nombre de transitions et de transversions dans la séquence
utilisateur. Pour éviter toute erreur d’interprétation lors de 1’é¢tude des mutations dans la
séquence utilisateur qui contient une amorce dans la partie 5’ de la V-REGION, il est possible
d'exclure un nombre donné de nucléotides, défini par l'utilisateur (les parameétres peuvent étre
modifiés pour le ‘Detailed view’ sur la page de IMGT / V-QUEST Search page).

Le tableau ‘V-REGION mutation hot spot” montre la localisation des motifs hot spot dans le
gene et allele V germline le plus proche de la séquence utilisateur. La séquence utilisateur en
nucléotides et en acides aminés peut étre exportée en texte en utilisant I’option «Sequence of
V-, V-J ou V-D-J-REGION (‘nt and ‘AA) with gaps in FASTA and access to
IMGT/PhyloGene for V-REGION (‘nt’)». Cette option propose un lien vers 1’outil de
phylogénie I’ IMGT, IMGT/PhyloGene [245].
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A - V-REGION mutation table

FR1-IMGT CDR1-IMGT FR2-IMGT CDR2-IMGT FR3-IMGT CDR3-IMGT
g33=a g83>t, G28>V (- --) | t149>c, LS0>P (---) al175=t, 159=L (+ + +) a245>c, EB2>A (- --) g319=c
c77>t, S26>F (---) | c105>t c177>g, 159>L (+ + +) | a258>g
c108>t t186>c c260=t, ABT=V (+ - +)
t111>c t189>a €271>g, L91>V (+ - +)
c191=a, T64>K (- --) c309>t
a192=>g, T64>K (---)
B - V-REGION mutation statistics
Nucleotides
IMGT labels V-REGION [FR1-IMGT |[CDR1-IMGT |FR2-IMGT |CDR2-IMGT |FR3-IMGT |CDR3-IMGT
Nb of positions
including IMGT gaps (nt) 318 (320) 78 36 51 30 117 6(8)
Nb of nucleotides 294 (296) 75 24 51 24 114 6 (8)
Nb of identical nucleotides 276 (277) 73 20 50 18 109 6 (7)
Total 18 (19) 2 4 1 6 5 0
Mutations Silent 8(9) 1 3 0 2 2 0(1)
Nonsilent 10 1 1 1 4 3 0
a>g 2 0 0 0 1 1 0
- g>a 1 1 0 0 0 0 0
T
ransitions ot 5 ] > 0 0 2 0
t>c 3 0 1 1 1 0 0
a>c 1 0 0 0 0 1 0
c>a 1 0 0 0 1 0 0
a>t 1 0 0 0 1 0 0
Transversions ta L 0 0 0 ] 0 0
g>c 0(1) 0 0 0 0 0 0(1)
c>q 2 0 0 0 1 1 0
g>t 1 0 1 0 0 0 0
t>g 0 0 0 0 0 0 0
Amino acids
IMGT labels V-REGION |FR1-IMGT [CDR1-IMGT |FR2-IMGT |CDR2-IMGT |FR3-IMGT |CDR3-IMGT
Nb of positions including IMGT 106 26 12 17 10 39 2
|gaps (AA)
Nb of AA 98 25 8 17 8 38 2
Nb of identical AA 90 24 7 16 6 35 2
Total 8 1 1 1 2 3 0
[ 5 1 1 1 1 1 0
(*+-1) 0 0 0 0 0 0 0
AA changes [classes
(-+-) 0 0 0 0 0 0 0
(hydropathy,
volume, (--+) 0 0 0 0 0 0 0
chemical) (++-) 0 0 0 0 0 0 0
(+-4) 2 0 0 0 0 2 0

Figure 3.11: Caractérisation des mutations. Lors de I’analyse de la séquence DQ100777 de la base de données
IMGT/LIGM-DB [244]. A. Le ‘V-REGION mutation table’ indique les mutations des nucléotides et des AA
(pour les mutations non silencieuses) avec leur position en accord avec la numérotation unique IMGT [14]. B. Le
‘V-REGION mutation statistics’ caractérise les mutations des nucléotides (transitions et transversions) et des
AA, dans la V-REGION, et par FR-IMGT et CDR-IMGT. Les statistiques sont calculées jusqu’a la fin de la V-
REGION en 3’ déterminée par les 2 nucléotides identiques consécutifs en 3° avec le géne et alléle V germline le
plus proche. Les nombres entre parenthéses dans les colonnes intitulées V-REGION et CDR3-IMGT
correspondent aux statistiques calculées jusqu’a la fin de la V-REGION du géne et alléle V germline le plus

proche.
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IMGT Collier de Perles

IMGT/V-QUEST fournit un lien vers I’outil IMGT/Collier-de-Perles. 11 permet
d’afficher automatiquement I’'IMGT Collier de Perles [115, 246, 247] du domaine V, a partir
de la traduction de la séquence utilisateur (Figure 3.12). L’outil IMGT/Collier-de-Perles
permet de relier la séquence a la structure des récepteurs d’antigénes [116], il est tres
largement utilis¢é dans les protocoles d’humanisation des anticorps ou pour évaluer les
anticorps monoclonaux thérapeutiques [5]. Ces informations sont utiles pour localiser les
acides aminés des CDR-IMGT qui peuvent étre impliqués dans les contacts avec l'antigene,
mais également pour visualiser, par exemple la répartition des motifs stéréotypés dans les
CDR3 des patients atteints de LLC (voir chapitre 2). Il offre la possibilit¢ a l'utilisateur
d'étudier les propriétés physicochimiques des acides aminés a une position donnée dans un jeu
de séquences, et de comparer les acides aminés mutés avec le IMGT Collier de Perles du gene
et allele V germline le plus proche de la séquence utilisateur. Dans 'IMGT Collier de Perles,
le CDR1-IMGT, CDR2-IMGT et CDR3-IMGT sont respectivement coloriés en rouge, orange
et violet pour le domaine V de la chaine lourde et en bleu, vert et vert-bleu pour les CDR-
IMGT du domaine V de la chaine 1égére. Les ancres (acides aminés situé¢s dans les FR-IMGT
qui encadrent les CDR-IMGT) sont affichées dans des carrés. Dans les FR-IMGT, les acides
aminés hydrophobes et le tryptophane (W) qui sont observés dans plus de 50% des séquences
a une position donnée sont affichés avec une couleur de fond bleu. L’outil IMGT/Collier-de -
Perles peut étre personnalisé pour afficher les acides aminés, coloriés en fonction de leur
hydropathie, leur volume ou encore leurs propriétés physicochimiques en accord avec les
classes AA d’IMGT [241]. Par défaut, les IMGT Colliers de Perles sont affichés sur un seul
plan. Ils peuvent également étre affichés en deux plans afin d'obtenir une représentation
graphique plus proche de la structure 3D. Il est a noter que dans le cas de jonction out-of-

frame, le cadre de lecture du J n'est pas restauré (la séquence ne comprend pas le signe '#').
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AW, |, L - Aliphstic

F - Phe - Phenylalanine
C, M- Sulfur

G - Gy - Glycine

S, T - Hydroooyl

W - Trp - Tryptophan
¥ - Tyr - Tyrosine

PP - Pro - Proline

D, E - Acidic

N, G - Amide

HE000EENDNN

H, K, R - Basic

Figure 3.12: IMGT Colliers de Perles. A. Les acides aminés hydrophobes et le tryptophane (W) conservés a une
position donnée dans plus de 50% des séquences sont coloriés en bleu. B. Les acides aminés d’une classe
physicochimique donnée conservés a une position donnée dans plus de 80% des séquences sont coloriés en
accord avec les classes physicochimiques d’IMGT [241]. Dans la séquence dont le numéro d’acces
d’IMGT/LIGM-DB [244] est AF021992, la C 23 (1st-CYS), W 41 (CONSERVED-TRP), I’acide aminé
hydrophobe (M) 89, et le C 104 (2nd-CYS) sont en rouge. Les cercles rayés correspondent aux positions
manquantes selon la numérotation unique IMGT [14]. Les fléches indiquent la direction des feuillets beta
antiparalléles et la longueur des CDR-IMGT est [8.8.17].
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3.6.2.2 Synthesis view

La sortie ‘Synthesis view’ est une alternative intéressante au ‘Detailed view’. Cette
vue facilite la comparaison des séquences qui expriment le méme gene et allele V via
différents alignements, et fournit les résultats de IMGT/JunctionAnalysis des séquences par

locus (Figure 3.13).

Summary table

Le tableau ‘Summary table’ qui se trouve en haut de la page de résultat regroupe les
principales informations déduites de I’analyse des séquences utilisateur. Le tableau montre les
résultats de ’analyse de chaque séquence utilisateur, avec le gene et allele V germline le plus
proche, I’évaluation de la fonctionnalité de chaque séquence, le score d’alignement de la V-
REGION et le pourcentage d’identité entre les séquences utilisateur et la V-REGION du gene
et allele germline le plus proche. Le tableau regroupe également le nom des genes et alleles J
et D, le cadre de lecture de la D-REGION, la taille des trois CDR-IMGT, la jonction en AA,
et le cadre de lecture de la JUNCTION (Figure 3.13A). Le tableau ‘Summary table’ peut
également inclure des notes pour alerter I'utilisateur sur des insertions ou des délétions
potentielles dans la V-REGION ou encore sur la possibilit¢ d’autres genes et alleles J
germline. Dans le cas ou cette configuration se produit, il est alors fortement recommandé de
vérifier les résultats des analyses individuelles des séquences utilisateur concernées avec le

‘Detailed view’.

Synthesis view: alignments, junction, mutations

Alignments

Le ‘Synthesis view’ fournit différents alignements entre les séquences utilisateur qui
sont réarrangées avec le méme gene et allele V germline. Trois types d’alignements sont
fournis aux utilisateurs et sont du méme type que ceux présentés dans le ‘Detailed view’,
I’alignement du gene V (‘Alignment for V-GENE’), I’alignement de la V-REGION (‘V-
REGION alignment’) et 1’alignement de la traduction de la V-REGION (‘V-REGION
translation'). Ces différents alignements permettent une comparaison aisée des séquences avec
une localisation évidente des mutations. Dans tous les alignements, les motifs correspondant a
des hot spots dans la V-REGION de la séquence germline sont soulignés (Figure 3.13B), et le

nom du géne et allele J le plus proche est indiqué a la fin de la séquence en 3°.
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‘V-REGION protein display’

‘V-REGION protein display’ affiche les alignements entre les séquences utilisateur en
acide aminés avec la V-REGION du geéne et allele V germline le plus proche. Trois types
d’alignements sont proposés a I’utilisateur, un alignement simple ‘V-REGION protein
display’, un alignement avec les AA coloriés selon les classes AA de IMGT [241] ‘V-
REGION protein display with colored AA according to the AA IMGT Classes’ et finalement

un alignement avec uniquement les AA mutés par rapport a la séquence germline.

‘V-REGION most frequently occurring AA per position and per FR-IMGT and CDR-
IMGT’

Cette sortie affiche un tableau pour les FR1-IMGT, CDRI1-IMGT, FR2-IMGT,
CDR2-IMGT, FR3-IMGT avec pour chaque position 1’acide amin¢ le plus représenté.

‘Results of IMGT/JunctionAnalysis’

‘Results of IMGT/JunctionAnalysis’ affiche les résultats de 1’analyse des jonctions
des séquences appartenant a un méme locus par IMGT/JunctionAnalysis (IGH, IGK et IGL
pour les chaines lourdes, kappa et lambda pour les chaines 1égéres, TRA, TRB, TRG et TRD
pour les chaines alpha, béta, gamma et delta des TR). (Figure 3.13C).
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A Summary table

Sequence | V-GENE and Functionality V-REGION | V-REGION identity %| J-GENE | D-GENE and Dg:::“;" CDR-IMGT AA JUNCTION JUNCTION
o allele scone {nt) and allele allele teaimia lengths frame
seql IGHV1-69°06| Productive 1050  [95,63% (219228 nt) | IGHJ3"02 | IGHD3-16"02 2 [8.8.21] |CARGGDYDYIWGSYRASDAFDIW in-frame
seq2 IGHV1-69°06| Productive 1300 04,79% (273/288 nt) | IGHJ4°01 [ IGHDB-13°01 1 [8.8.21] |CARERVGAYTSSWYGDYVSFDYW in-frame:
seqd IGHV4-34°01| Productive 1411 99,30% (283/285 nt) | IGHJE*02 | IGHD2-2'02 3 [8.7.20] |CWIVVVPAAIVPNYYYYGMDWVW in-frame
s6q4 IGHV4-34°01| Productive 1284 |95,09% (271/285 nt) | IGHJE'02 | IGHD3-10°01 2 [8.7.20] |CARDFSPSPPGHYDARNDMDWVW in-frame
seq5 IGHV4-34"01| Productive 1285 94,74% (2700285 nt) | IGHJS 03 |IGHD3-22"01 2 [8.7.21] |CARWYYFDTSGYYPRNFYYMDWVW in-frame
seqb IGHV4-34"01| Productive 1258 93,68% (267/285 nt) | IGHJE"02 | IGHD2-2"02 3 [8.7.25] |CARGHKTAIREPPTIGPIYYSYDMDWVW in-frame
seqr IGHV4-34°01| Productive 1420 100.00% (285/285 nt) | IGHJ5"02 | IGHD2-2"01 3 [8.7.25] |CARGDWRIVVVPAAVDTAMAANWFDPW in-frame

B Sequences aligned with IGHV4-34*01: V-REGION translation
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Figure 3.13: IMGT/V-QUEST ‘Synthesis view’. A. ‘Summary table’. Tableau des principaux résultats de
I’analyse. Les séquences, seq 1 (AY998726), seq 2 (AY998742), seq3 (DQ100725), seq4 (AF022004), seq5
(X84333), seq6 (AF022002) et seq7 (AF022005) proviennent de la base de données IMGT/LIGM-DB [244]. B
Extrait de ‘“V-REGION translation’ pour les séquences alignées avec ’allele IGHV4-34*01. C. ‘Results of
IMGTJunctionAnalysis’. Le résultat comprend 1’analyse de la jonction ‘Analysis of the JUNCTIONs’, et la
traduction de la jonction ‘Translation of the JUNCTIONSs’ avec les acides aminés coloriés selon la classification
AA ’IMGT [241].
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3.7 Etat de [I'art des logiciels d’analyse des séquences
réarrangées des IGet TR

IMGT/V-QUEST a ét¢ le premier logiciel dédié a I’analyse des séquences réarrangées
des IG et des TR. Il est accessible sur le web depuis 1997. Entre 1997 et 2008, d’autres outils
ont été développés, tous accessible sur le Web, selon des approches similaires ou différentes.
Nous établissons ici un état de 1’art de 1’existant. Depuis 1997, 6 logiciels ont été développés
par différentes équipes, JOINSOLVER [248], IgBLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast/), VDJsolver [249], SoDA [250], DNAPLOT [251],
iHMMune-align [252]. A I’exception de VDJsolver qui est un outil dédi¢ a 1’analyse de la
jonction des séquences réarrangées des IG et qui par conséquent se rapproche d’avantage
d’IMGT/JunctionAnalysis [238], tous les autres programmes sont dédiés a 1’analyse des
réarrangements VDJ. Contrairement a IMGT/V-QUEST qui est capable d’analyser les
séquences réarrangées des IG et des TR, les autres outils, a I’exception de SoDA, sont limités
aux IG. Cependant pour SoDA, il est nécessaire de sélectionner chaque locus
indépendamment. Pour la plupart, ces outils utilisent comme séquences de référence les
séquences provenant de IMGT®. Cependant, les sites a I’exception d’IgBLAST ne
renseignent pas les utilisateurs sur la date de mise a jour ou le suivi des données IMGT®. En
ce qui concerne SoDA la publication indique I"utilisation d’IMGT® mais aucune information
n’est fournie sur le site, tandis que DNAPLOT utilise les séquences de VBASE [253].
Progressivement les outils se convertissent a la numérotation unique IMGT (IMGT unique
numbering) [14] qui est devenu le standard international. A I’heure actuelle VDJsolver, SoDA
et iHMMune-align continuent d’utiliser la numérotation de Kabat, ce qui maintient un état de
confusion.

L’ensemble de ces outils fournit le nom des génes et alleles V, D et J les plus proches et la

plupart les alignements entre la séquence utilisateur et les genes et les all¢les les plus proches.

JOINSOLVER

JOINSOLVER [248] analyse uniquement les IG d’une seule espece (humaine). Il est
basé¢ sur un algorithme spécialisé dans la recherche de motifs spécifiques conservé pour
délimiter les régions a aligner (sans gaps), associé a un algorithme d’alignement qui ne
permet d’analyser qu’une seule séquence a la fois. JOINSOLVER ne fournit pas le
pourcentage d’identité entre la séquence utilisateur et les genes et les alléles les plus proches

ce qui ne permet pas de visualiser rapidement les séquences les plus proches, et ne peux pas
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étre utilis¢é pour 1’aide au pronostic de la LLC via le taux de mutations des IGHV.
JOINSOLVER ne détecte pas les insertions ou les délétions potentielles dans les séquences
utilisateurs et ne fournit aucune annotation de la séquence. Enfin JOINSOLVER ne propose
pas de vue synthétique des alignements par geéne, ni de représentation 2D de la séquence

utilisateur.

IgBLAST

IgBLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast/) analyse les IG pour deux espéces
(homme et souris). Il utilise un algorithme d’alignement de séquences de type Blast. L intérét
de ce programme est de pouvoir analyser des séquences trés inhabituelles (translocation).
C’est le seul outil qui présente une démarche complémentaire a IMGT/V-QUEST. Cependant
pour les séquences classiques ou avec des insertions/délétions modérées, IgBLAST fournit
beaucoup moins d’informations qu’ IMGT/V-QUEST et celles-ci risquent d’étre moins
précises. IgBLAST n’offre pas d’analyse de la jonction, ni d’analyse des mutations, pas
d’évaluation de la fonctionnalité, pas d’annotation de la séquence, pas de résumé des
principaux résultats, pas de vue synthétique des alignements par géne, ni de représentation 2D

de la séquence utilisateur.

VDJsolver

VDJsolver [249] analyse la jonction des séquences réarrangées des 1G pour une seule
espece (humaine), et par conséquent se rapproche d’avantage d’IMGT/JunctionAnalysis
[238]. VDIJsolver utilise deux programmes JointHMM qui est un algorithme probabiliste sur
un modele de Markov caché et JointML qui est un algorithme basé¢ sur une méthode de
maximum-likelihood qui prend en compte la longueur de la jonction et le statut mutationnel
des génes IGHV. Par rapport a IMGT/JunctionAnalysis, VDIJsolver ne fournit pas la
traduction de la séquence utilisateur en acides aminés et d’alignements, ce qui ne permet pas
de vérifier et de comparer la pertinence des geénes et alleles germline définis comme les plus

proche. Il n’identifie pas les nucléotides P.

SoDA

SoDA [250] analyse les séquences réarrangées 1G et TR pour trois espéces (homme,
souris, opposum) et également les IGH du Rhesus monkey (Macaca mulatta). Il utilise une

variation de I’algorithme d’alignement de séquences de type programmation dynamique. Il ne
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peut pas analyser les séquences de plus de 645 nucléotides. Le nombre de fonctionnalités est
limité :

SoDA ne fournit pas de pourcentage d’identité entre la séquence utilisateur et les génes et les
alléles les plus proches, pas d’analyse de la jonction, pas d’annotation de la séquence, pas de

vue synthétique des alignements par géne, ni de représentation 2D de la s€quence utilisateur.

DNAPLOT

DNAPLOT [251] analyse les séquences réarrangées des IG de deux especes (homme
et souris). Il utilise un algorithme d’alignement de séquences. DNAPLOT ne fournit pas le
pourcentage d’identité entre la séquence utilisateur et les geénes et alleles les plus proches
identifiés. Lors de I’analyse des mutations, DNAPLOT ne fournit pas de détails sur le nombre
de mutations dans la région V par FR et CDR, ni le type des mutations identifiées. Il ne
permet pas d’identifier la présence des insertions ou des délétions dans la séquence utilisateur.
D’autre part le nombre de fonctionnalités est limité: DNAPLOT ne fournit pas d’évaluation
de la fonctionnalité, d’annotation de la séquence, pas de résumé des principaux résultats, pas
de vue synthétique des alignements par gene, ni de représentation 2D de la séquence

utilisateur.

iHMMune-align

iHMMune-align [252] analyse les séquences réarrangées des IG pour une seule espece
(humaine). I1 utilise un mode¢le probabiliste basé sur un algorithme utilisant un modéle de
Markov cach¢ (MMC) (Hidden Markov Models, HMM). iHMMune-align ne fournit pas le
pourcentage d’identité entre la séquence utilisateur et les génes et les alleles germline les plus
proches. Lors de ’analyse de la jonction IHMMune-align n’identifie pas les nucléotides P. Il
ne permet pas d’identifier la présence des insertions ou des délétions dans la séquence
utilisateur, ne fournit aucune annotation de la séquence. Enfin iHMMune-align ne propose pas
de vue synthétique des alignements par gene, ni de représentation 2D de la séquence

utilisateur.

Conclusion

IMGT/V-QUEST est un outil spécialis¢ dans ’analyse standardisée des séquences
réarrangées d’IG et TR. L'ajout de nouvelles fonctionnalités (évaluation de la fonctionnalité,

localisation et caractérisation des mutations, détermination des insertions/délétions, le
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‘Synthesis view') et I’utilisation des parametres avancés fournit un large éventail de nouveaux
types d'analyses.

IMGT/V-QUEST était en 1997 le premier outil accessible sur le Web. Par I’intégration de
nouvelles fonctionnalités, par son large choix d’options et de parameétres personnalisables, et
par son niveau ¢levé de standardisation, IMGT/V-QUEST reste unique parmi les autres
logiciels, JOINSOLVER, VDIJSolver, SoDA, iHMMune [248-250, 252], IgBLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast/) spécialisés dans 1’analyse des récepteurs d’antigenes.
Les informations fournies par IMGT/V-QUEST sont en particulier indispensables pour
l'analyse comparative de séquences d'IG et TR et des répertoires en situation normale et
pathologique, pour les analyses statistiques de la jonction [254], pour l'ingénierie des

anticorps et des anticorps thérapeutiques [5].

Dans le but de concevoir un systéme d’information dédi¢ a I’analyse et a la gestion des
récepteurs d’antigénes appliqué a une pathologie du systéme immunitaire la LLC, le premier
objectif était d’adapter I’outil spécialis¢ IMGT/V-QUEST pour le rendre:

1) plus simple et plus souple dans son développement et dans sa maintenance.

2) portable afin de I’intégrer au sein d’'un ensemble plus vaste en interaction directe
avec un systéme de gestion de données (base de données, outil d’administration,
interface utilisateur).

3) plus performant en ajoutant des fonctionnalités pour enrichir ’analyse des séquences
réarrangées correspondant aux attentes des utilisateurs et particulierement dans le

domaine de la recherche clinique.

Ma contribution a IMGT/V-QUEST s’est traduite par une réécriture du coeur de I’outil. La
premiere version d’ IMGT/V-QUEST était constituée de deux modules de fonctions distincts.
Le premier module en langage C, était responsable de I’algorithme d’alignement et de la
détermination des geénes et allele V, D et J de la séquence utilisateur. Le second module codé
en langage JAVA était responsable de la gestion de I’interface utilisateur et de la mise en
forme des résultats.

Dans un premier temps, j’ai analysé et adapté la méthode de détermination des génes et
alleles V, D et J, pour réécrire le programme dans le but d’intégrer les 2 modules en une
seule et méme structure (codée en JAVA). Ce travail de réécriture a permis de simplifier et
de réorganiser le programme mais également d’améliorer la cohérence, les performances, et

la portabilité de 1’outil.
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Dans un deuxiéme temps, j’ai contribué aux perfectionnements et a 1’enrichissement
significatif de 1’analyse des séquences réarrangées d’IG et TR, par 1’ajout de nouvelles
fonctionnalités, avec:

e [’évaluation systématique du pourcentage d’identité entre chaque région V, D et J de
la séquence utilisateur et les cinq geénes et alleles germline les plus proches (le
marqueur pronostic le plus pertinent actuellement pour la LLC est le statut
mutationnel des genes IGHV).

e la localisation précise et la description compléte des mutations présentes dans la V-
REGION de la séquence utilisateur.

e [’identification de la position des nucléotides préférentiellement mutés appelés hot
spots dans le géne et alléle V germline le plus proche de la séquence utilisateur.

e la détection des insertions et des délétions de nucléotides pouvant survenir dans la V-
REGION des séquences réarrangées d’IG lors des mécanismes d’hypermutations
somatiques.

e [lintégration du programme IMGT/Automat [255] qui permet d’obtenir une
annotation compléte des V-J et V-D-J-REGION.

e [’amélioration des performances d’IMGT/V-QUEST qui nous a permis proposer des

analyses par lots pouvant contenir jusqu’a 50 séquences.

Paralléelement, I’interface utilisateur a été entiérement refondue. L’interface utilisateur de
IMGT/V-QUEST est maintenant paramétrable en fonction des besoins des utilisateurs. Les
paramétres avancés offrent le choix d’une analyse personnalisée selon la problématique
rencontrée: choix des répertoires des séquences de références, recherche des insertions et des
délétions, parametres de 1’outil IMGT/JunctionAnalysis, possibilité d’exclure un nombre de
nucléotides de la partie 5’ de la V-REGION pour I’évaluation des mutations, possibilité
d’exclure en 3’ de la V-REGION pour I’évaluation du score. IMGT/V-QUEST affiche
maintenant deux types de résultats le ‘Detailed view’ qui correspond a 1’analyse de
séquences individuelles et le ‘Synthesis view’ qui présente les alignements des séquences qui
expriment le méme geéne et alléle V. Enfin, nous avons défini un tableau récapitulatif
présentant les principaux résultats de l’analyse, avec notamment une évaluation de la
fonctionnalité¢ de la séquence utilisateur (productive ou unproductive) et des alertes pour
avertir I’utilisateur de caractéristiques particuliéres telles que la possibilité d’insertions ou de

délétions dans la séquence, ou la possibilité d’avoir un pseudogene etc...
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IMGT/V-QUEST est largement utilisé par la communauté scientifique, avec une moyenne de
30.000 requétes depuis le début 2008. Nous avons enregistré au mois de septembre 2008 des
pics de 50.000 requétes sur un seul week-end. Dans ce contexte, nous avons le projet
d’adapter IMGT/V-QUEST a une analyse a haut débit. Ceci nécessite le développement de
méthodologies spécifiques reliées au calcul intensif, pour la soumission des séquences,
I’analyse des données et la restitution des résultats. La mise en place de IMGT/V-QUEST
haut débit va de pair avec I’intégration de nouvelles fonctionnalités inhérentes a 1’analyse
d’un grand nombre de séquences (telles que la réalisation de statistiques sur les résultats

obtenus pour chaque pool de séquences).

Un second projet consiste a adapter IMGT/V-QUEST a I’analyse des séquences protéiques.
Une modification de I’algorithme d’alignement pourrait nous permettre de déterminer les
insertions et les délétions en routine. L’utilisation d’un algorithme d’alignement de type semi-
global, dérivé de I’alignement de Needleman et Wunsch permettrait lors de I’identification
des génes V et J de 1) délimiter le début de la région en cours d’analyse, 2) de numéroter la
V-REGION de la séquence utilisateur en fonction de la séquence la plus proche et 3) de
détecter les insertions et les délétions en une seule et méme étape. Cette approche pourra €tre
envisagée car les séquences protéiques contiennent un nombre de résidus (ici acides aminés) a
comparer plus limité que les séquence nucléotidiques. Il sera également nécessaire de définir

une matrice de substitution qui prendra en compte la classification IMGT des acides amings.
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CHAPITRE 4
IMGT/CLL-DB

Les différents perfectionnements apportés a 1’outil d’analyse IMGT/V-QUEST, décrits
dans le chapitre précédent, nous ont permis de concevoir et d’intégrer au sein d’IMGT® un
systtme d’information dédi¢é a 1’analyse et au stockage des séquences réarrangées des
récepteurs d’antigeéne, associées a des informations relatives a des patients atteints d’une
pathologie du systéme immunitaire. La conception et I’implémentation du systéme
d’information ont été élaborées pour étre appliquées a la leucémie lymphoide chronique, dans
le cadre d’une collaboration internationale avec des équipes cliniques, spécialistes de la LLC
(Annexe 8): celle-ci nous ont apporté¢ d’une part I’expertise médicale nécessaire a la mise en
place du systéme et d’autre part les séquences et les données relatives aux patients. Ce
systtme d’information a été congcu comme un outil en appui a la recherche médicale. Il
présente ’originalité de corréler les caractéristiques génétiques des IG exprimées dans les
cellules leucémiques de patients atteints de la LLC a certaines données cliniques afin de
mieux cerner les mécanismes impliqués. Notons ici que ce systéme n’a pas pour vocation de
gérer la totalité¢ des données cliniques des patients.

Le systeme d’information est constitué¢ de 'outil IMGT/V-QUEST, couplé a la base de
données IMGT/CLL-DB accessible par une interface Web. En raison de la nature du projet,
qui inclut I’analyse, la gestion et la restitution de données confidentielles médicales de
patients atteints de la LLC, il a été nécessaire de modifier I’approche d’IMGT en maticre de
gestion des bases données (toutes les autres bases d’ IMGT étant publiques) pour n’autoriser
que les partenaires du projet a accéder au systeme. D’autre part, nous avons réactualisé les
technologies mises en ceuvre, en nous appuyant sur les standards actuels des applications
Web.

IMGT/CLL-DB fournit (1) les séquences et les résultats de leur analyse par IMGT/V-QUEST
(identification des genes et alleles V-D-J, le pourcentage d’identité, une évaluation de la
fonctionnalité, la JUNCTION en acides aminés, la taille des 3 CDR-IMGT, le cadre de lecture
de la jonction, la fiche compléte des résultats de 1’analyse ‘Detailed view’ de IMGT/V-
QUEST), (2) les données relatives aux patients et a leur pathologie (état civil préservant
I’anonymat, tests cliniques, évolution de la maladie, etc ...), et (3) la description de

I’échantillon biologique (date de prélévement, origine tissulaire , etc...).
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4.1 Organisation de IMGT/CLL-DB

La base de données IMGT/CLL-DB est gérée par le gestionnaire de base de données
de type relationnel Sybase (http://www.sybase.com), rapide, largement répandu et utilisé pour
la gestion de toutes les bases de données IMGT®. Les données sont gérées dans des tables
organisées en 5 systémes ou groupes (Figure 4.1). (1) Les données relatives aux patients et
aux pathologies (Disease System) décrivent et définissent les patients et leur pathologie. (2)
Les données relatives aux échantillons (Sample System) définissent les caractéristiques des
¢chantillons telles que le tissu, le statut, ainsi que la date des prélévements. (3) Les données
relatives aux séquences (Sequence System) décrivent et caractérisent les séquences
d'immunoglobulines. (4) Le systeme automatique d’analyse (Automatic Analysis System)
regroupe les annotations des séquences d’IG analysées par le programme IMGT/V-QUEST.
Enfin (5) les données relatives a la gestion des utilisateurs (User System) permettent de gérer
les droits d’acceés de connexion a la base de donnée IMGT/CLL-DB. Dans le but de gérer
I’historique et le suivi des modifications, nous avons créé¢ deux tables ‘rawHistoricPat’ et
‘rawHistoricSeq’ respectivement intégrées dans les ‘Disease System’ et ‘Sequence System’,
chargées de répertorier 1’intégralité des modifications qui concernent les données relatives aux
séquences et celles relatives aux patients.

Les trois premiers systémes répertorient les données fournies par les laboratoires.
L’organisation des tables, des champs et le vocabulaire contr6lé, résulte d’un consensus établi
par tous les laboratoires participant au projet. Les données relatives aux patients et les
données relatives aux échantillons biologiques qui doivent étre gérées dans la base ont été
sélectionnées lors de réunions préliminaires avec les partenaires du projet. Seules les
informations médicales les plus pertinentes pour le projet ont été¢ sélectionnées, et pour
chaque type de données, dans la mesure du possible, un vocabulaire a été défini.

Les données relatives aux séquence fournies par IMGT/CLL-DB sont conformes aux axiomes
IDENTIFICATION, DESCRIPTION et NUMEROTATION d’IMGT-ONTOLOGY [13] et
aux concepts correspondants d’identification, de description, de numérotation ainsi qu’aux

régles de la charte scientifique d’ IMGT générées a partir de ces concepts.
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Figure 4.1: Organisation de la base de données IMGT/CLL-DB. Les tables sont organisées en 5 groupes: ‘Sequence System’ gére les séquences d'immunoglobulines,
‘Disease System’ décrit les patients et leur état clinique, ‘Sample System’ définit les données relatives aux échantillons (tissu, statut...), ‘Automatic Analysis System’
regroupe les annotations des séquences d’IG analysées par le programme IMGT/V-QUEST et ‘User System’ gére les utilisateurs et les connexions a la base de donnée
IMGT/CLL-DB. Les relations entre ces tables sont représentées et la cardinalité de chaque relation est indiquée par: > pour une relation de type 1:1, ot une entrée de la table
A est reliée a une entrée de la table B et par p pour une relation de type 1:n, ou une entrée de la table A peut étre reliée a n entrées de la table B.
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4.1.1 Données relatives aux séquences

Ce sont les informations centrales de la base de données gérées dans le ‘Sequence
System’, toutes les autres tables y sont reliées. Chaque séquence de la base est associée a deux

identifiants uniques différents:

1) le numéro d’acces interne a IMGT/CLL-DB (IMGT/CLL-DB accession number),
défini automatiquement lors du chargement des données dans la base; il sert a
identifier de fagon unique chaque séquence de la base.

2) Tl’identifiant de la séquence (Sequence ID) dont le format a été défini en accord avec
les équipes cliniques partenaires. Il est constitu¢ d’une série de lettres et de chiffres
(par exemple: GR-02-0001-H1), les deux premicres lettres définissent le pays
d’origine du laboratoire propriétaire de la séquence, les deux chiffres suivants
définissent le laboratoire d’origine, enfin la suite de I’identifiant (une série de 4
chiffres suivie d’une lettre (H, L ou K) et d’un chiffre) identifie de fagcon unique

chaque séquence du laboratoire ainsi que leur type de chaines.

Les laboratoires propriétaires des séquences peuvent également indiquer leur propre
identifiant, généralement celui utilisé dans leur systéme local, sur lequel n’est effectué¢ aucun
controle. Cet identifiant est présent dans la base dans le seul but de faciliter le travail des
utilisateurs qui ont I’habitude de manipuler leurs données. Toutes les séquences sont
caractérisées par leur taille (table Sequences), leur type moléculaire (gDNA ou cDNA), leur
type de récepteur (immunoglobuline ou récepteur T) (table Identification), la date de dépot de
la séquence dans la base données, un historique des modifications (table rawHistoricSeq).
Certaines des séquences de la base IMGT/CLL-DB peuvent également avoir été publiées dans
les bases de données publiques, elles sont alors reliées par leur numéro d’acces a la base de

données IMGT/LIGM-DB [244] (table crossRef).

4.1.2 Données relatives aux patients

‘Disease System’ est constitué de 7 tables qui regroupent les données relatives aux
patients et a leur pathologie. Chaque patient est défini par un identifiant et caractérisé (1) par
une fiche d’identité (préservant I’anonymat) (table Patient), (2) par les données décrivant et
caractérisant leur pathologie (table Disease), (3, 4) par les données concernant leur suivi

médical (tables followUp, cliniclnt), (5, 6, 7) ainsi que les résultats des principaux tests
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cliniques effectués dans le cadre de la prise en charge de leur pathologie en I’occurrence la

CLL (tables anaResult, clinResult, LabAutoimmunityTests).

(1) Table “patient’

La table ‘patient’ correspond a la fiche d’identité de chaque patient et préserve leur
anonymat. Chaque patient est caractérisé¢ par un identifiant, son sexe, sa date de naissance,
son origine ethnique, son pays de domicile, son statut actuel (vivant, décédé ou inconnu), la
derniére date du suivi médical par I'équipe actuelle, la date du décés potentiel, et enfin indique

le cas échéant, si le patient est mort des suites de la pathologie (LLC).

(2) Table “disease’

La table ‘disease’ identifie et définit la pathologie par la date du diagnostic, 1’age du
patient au diagnostic ainsi que les antécédents familiaux du patient en rapport avec la LLC et
avec d’autres pathologies en rapport avec un syndrome lymphoprolifératif des cellules B, et le
stade de la maladie selon les deux systémes anatomo-cliniques actuels de classification de la
LLC. La classification de Binet [190] subdivise 1’évolution de la LLC en trois stades distincts
A, B et C correspondant respectivement a un stade précoce, intermédiaire et avancé de la
LLC. La classification de Rai [189] subdivise I’évolution de la maladie en 5 classes distinctes
0, I, II, III, IV correspondant pour les classes 0 et I a un risque faible, Il a un risque

intermédiaire et enfin III et IV a un risque ¢€levé.

(3 - 4) Tables “followup’ et “clinicint’

La table ‘followup’ relate les informations concernant le suivi médical, avec la date de
la derniere consultation, si un traitement est nécessaire, la date du début du premier traitement
et la réponse au traitement.

La table ‘clinicInt’ décrit 1’évolution de la maladie en trois phases ('stable’, 'en
progression' ou en 'régression’) et définit les éventuelles complications vers une forme
agressive de la maladie, en particulier pour la LLC, le développement d’un lymphome
(syndrome de Richter) et la transformation en leucémie prolymphocytaire, en leucémie aigué

ou en my¢lome multiple. Chaque donnée est associée a une date.

(5) Table *anaResult’
La table ‘anaResult’ caractérise pour chaque patient l'immunophénotypage des

lymphocytes B selon qu'ils sont typiques de la LLC ou atypiques, 1’isotype des chaines
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lourdes et 1égeres exprimé a la surface des cellules B, le caryotype du patient, les résultats de
I’analyse par la technologie FISH et la classification de la catégorie cytogénétique du patient.
Elle contient également les valeurs de deux facteurs de pronostic le CD38 et le ZAP 70.

Chaque résultat est associé a une date, excepté pour la catégorie cytogénétique.

(6 — 7) Tables ‘LabAutoimmunityTests’ et ‘clinAnResult’

La table ‘LabAutoimmunityTests’ contient les résultats des tests classiques de
recherche des manifestations autoimmunes. Les tests répertoriés comprennent le Coombs
direct (positif ou négatif), le Coombs indirect (positif ou négatif), la recherche d'auto
anticorps avec les dépistages des facteurs rhumatoides (RF) et d'anticorps antinucléaires
(ANA) (positif ou négatif). A chaque résultat est associé une date.

La table ‘clinAnResult’ décrit les éventuelles complications qui peuvent survenir a la suite de
la LLC et leur date de diagnostic. Il existe trois types de complications possibles: des

maladies autoimmunes, des infections et des cancers.

4.1.3 Données relatives aux échantillons

Chaque patient posséde son propre identifiant auquel sont reliées les informations
relatives aux échantillons (‘Sample System). Chaque échantillon est défini par un identifiant
et décrit par la date de son prélévement, la date de réception par les cliniciens responsables du
patient, 1’état physique de 1’échantillon lors de sa réception, a savoir s’il est frais ou congelé,
le nombre de cellules B cancéreuses mesurées dans 1’échantillon (table sample) et le tissu
dans lequel a ét¢ effectué le prélevement et le type de cellules prélevées (cellules B dans le

cas des LLC) (table cell).

4.1.4 Systeme automatique d’analyse

Toutes les séquences présentes dans la base de données IMGT/CLL-DB sont
analysées et les résultats enregistrés dans les tables du systéme ‘Automatic Analysis System’
‘vquestAnalysis’ et ‘JCTAnalysis’ avec respectivement 30 types de résultats d’IMGT/V-
QUEST et 7 résultats d’IMGT/JunctionAnalysis [238] potentielement accessible a la requéte.
La table ‘vquestAnalysis’ répertorie, le nom des génes et alléles V, D et J associé a leur score
de comparaison et leur pourcentage d’identité, le nombre de nucléotides identiques entre la V-
, D- et J-REGION des séquences utilisateur, et les V-, D- et J-REGION respectivement des
genes et alleles les plus proches, les V-, D- et J-REGION en nucléotides, I’orientation de la

séquence (sens ou antisens), la séquence numérotée selon la numérotation unique IMGT, la
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séquence de la jonction en nucléotides et en acides aminés, 1’alignement des V-, D- et J-
REGION, la position des codons stop, la longueur des CDR-IMGT, le groupe et le sous-
groupe de la V-REGION selon la nomenclature IMGT, les données d’annotation de la
séquence, la configuration de la séquence (rearranged), la fonctionnalit¢ de la séquence
(productive ou unproductive) et le type de chaine.

La table ‘JCTAnalysis’ répertorie, le nom du gene et allele D, ’alignement de la jonction, les
annotations de la jonction (avec délimitation des P-REGION et des N-REGION, évaluation
du nombre de hypermutations somatiques pour chaque géne dans la jonction), la longueur du
CDR3-IMGT, le cadre de lecture de la jonction, et finalement le cadre de lecture de la D-
REGION.

Les tables ‘vquestAnalysis’ et ‘JCTAnalysis’ sont dupliquées pour former des tables
‘VquestAnalysistemp’ et ‘JCTAnalysistemp’, qui stockent temporairement les résultats de
I’analyse par IMGT/V-QUEST des séquences en cours de chargement dans la base.

Les tables ‘JCTAparameters’ et ‘vquestParameters’ répertorient les parametres définis pour

analyser les séquences contenues dans la base de donnée IMGT/CLL-DB.

4.1.5 Systeme de gestion des utilisateurs

Le systéme utilisateur ‘User System’ est constitué de trois tables dédiées a la gestion
des comptes utilisateurs, la table ‘Users’ sert a la gestion des droits d’acces et a I’exploitation
des données de la base IMGT/CLL-DB, la table ‘User groups’ permet de différencier les
utilisateurs de la base en différents groupes selon leur réle dans le projet: soit simple
utilisateur, soit utilisateur et fournisseur de données. Enfin la table ‘db_accesses’ est utilisée
uniquement en interne et sert au suivi des connexions vers la base de données IMGT/CLL-

DB.

4.2 Administration de IMGT/CLL-DB

IMGT/CLL-DB est maintenue par un systéme semi-automatique. Les données sont
fournies directement par les cliniciens via des fichiers Excel dont le format répond a des
régles strictes déterminées en accord avec 1’ensemble des partenaires (ordre des colonnes,
vocabulaire contrdlé).

L'insertion des données dans la base est effectuée par un programme Java dédié responsable

de l'ensemble des modalités de chargement: vérification du respect du fichier Excel,
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lancement des analyses des séquences par le programme IMGT/V-QUEST, vérification du
bon déroulement des insertions des données dans la base.

La base de donnée IMGT/CLL-DB comprend un systeme de validation de I’intégrité des
données lors de chargement ou de mise a jour. Ce systéme d’intégrité¢ est constitué¢ de 3
niveaux de sécurité complémentaires; (1) un vocabulaire contrélé (Annexe 7), (2) des
contraintes d'intégrit¢ (régles définissant dans la base de données le type et la taille des
informations pouvant étre stockées pour un champ donné) et (3) des ‘Triggers’ (programmes
informatiques sur le serveur qui déclenchent des actions de controle lors de 1’insertion ou lors
de la mise a jour de données). Le vocabulaire controlé est une liste de termes qui n'a pas
I'ambiguité du langage naturel. Dans une base de données, le vocabulaire controlé garantit
qu'un sujet sera décrit avec les mémes termes préférentiels. Durant une recherche, nous
pouvons ainsi trouver plus facilement tous les renseignements relatifs a un sujet précis. Cette
liste a ét¢ définie en accord avec l'ensemble des partenaires du projet. Les ‘Triggers’ et
contraintes d'intégrité permettent de minimiser le risque d'erreur lors de chargement et de
mise a jour en vérifiant automatiquement 1’intégrité des données, avec par exemple: le respect
des formats, des dates, des valeurs numériques, du vocabulaire contrdlé, de la syntaxe des
identifiants ou bien encore 1’unicité des données.

La base de données IMGT/CLL-DB implémente un systéeme de suivi des données dans le
temps et un systeme de suivi de I'historique des opérations en sauvegardant automatiquement
toutes les entrées dans les tables dédiées a 1’historique.

Finalement, nous avons instauré un protocole de correction des données en accord avec tous
les partenaires du projet. L’administrateur de la base est habilité¢ a faire des mises a jour ou

des corrections seulement avec I’accord formel des propriétaires des données concernées.

4.2.1 Sélection des nouvelles données

Les données stockées dans la base IMGT/CLL-DB sont de deux types. Les séquences
et les données associées aux patients atteints de LLC fournies par les cliniciens, et les
annotations automatiques obtenues par analyse bioinformatique, avec le programme expert
IMGT/V-QUEST. Toute nouvelle entrée est fournie par les utilisateurs de la base, sous forme
de fichier Excel. Deux types de fichiers Excel ont été définis pour faciliter la préparation des

données et limiter au maximum les erreurs de saisie.

e Un fichier Excel dédi¢ aux nouvelles séquences avec les données relatives aux

nouveaux patients.
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e Un fichier Excel dédié¢ aux nouvelles séquences dont les patients correspondants ont
été préalablement enregistrés dans la base de données.

Le format des fichiers Excel a été défini en accord avec I’ensemble des partenaires du projet
pour faciliter son utilisation. Ils sont constitués de 58 (informations complétes) ou 5 (si
information partielles) colonnes correspondant aux différentes informations fournies par les
cliniciens et sont subdivisés en 6 grandes thématiques: ‘Sequences’, ‘Sample’, ‘Patient’,
‘Analytic tests’, ‘Clinical analysis’, et ‘Clinical interpretation’. Dans les fichiers Excel chaque
ligne correspond a une entrée c'est-a-dire a une séquence. Cinq colonnes doivent étre
obligatoirement étre complétées afin qu’une nouvelle entrée puisse étre enregistrée dans la
base de données IMGT/CLL-DB: (1) La séquence en nucléotides, (2) I’identifiant de la
séquence, (3) I’identifiant du laboratoire, (4) le type de molécule, (5) le numéro d’acces de la
séquence dans la base de données IMGT/LIGM-DB [244] s’il existe. Les autres colonnes sont
libres d'étre remplies ou non par les cliniciens. Le respect de ’ordre des colonnes dans les
fichiers Excel est primordial pour la procédure de chargement dans la base de données. Les
régles de vocabulaire contr6lé mises en place pour la base de données IMGT/CLL-DB ont été
intégrées au fichier Excel (par un systéme de macros) créant ainsi un fichier de saisie

contenant pour chaque champ une liste unique de valeurs possibles.

4.2.2 Chargement des nouvelles données

Le chargement des données est effectué¢ uniquement par le manager de la base par
I’intermédiaire d’un programme en langage JAVA qui geére I’ensemble des étapes de
chargement. L’outil de chargement prend en entrée le fichier Excel envoyé par les
laboratoires et préalablement transformé en fichier CSV. Il vérifie d’abord l'intégrit¢ du
fichier, détermine automatiquement un numéro d’acces pour les nouvelles séquences, vérifie
le format des identifiants de la séquence et du patient. Si aucune séquence dans la base ne
correspond a la séquence prise en charge par le programme de chargement, celui-ci vérifie
alors si les données respectent le vocabulaire contr6lé mis en place pour cette application,
vérifie la validité des données fournies par le cliniciens (validité des dates et des valeurs
numériques), il détermine 1’age du patient au diagnostic de la LLC, détermine la date du
chargement des données, et lance le programme expert IMGT/V-QUEST pour 1’analyse des
séquences dont les résultats sont chargés dans les tables temporaires (‘vquestAnalysistemp’ et
‘JCTAnalysistemp’). Finalement, il vérifie que le chargement des données dans la base ne
rencontre aucune erreur. Dans le cas contraire le programme annule le chargement du lot en

cours de traitement et le programme envoie au gestionnaire un fichier explicatif contenant
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pour chaque entrée ayant provoqué une erreur les causes du probléme. Si aucune erreur n’est
générée lors du chargement des données ou de 1’analyse par IMGT/V-QUEST, les données
sont insérées définitivement dans la base, les données des tables temporaires
‘vquestAnalysistemp’ et ‘JCTAnalysistemp’ sont copiées dans les tables ‘vquestAnalysis’ et
‘JCTAnalysis’, et les tables temporaires sont effacées.

Si des erreurs sont générées au cours du chargement, le protocole instauré dans le cadre de la
gestion de la base de données IMGT/CLL-DB interdit au gestionnaire de modifier par lui-
méme les données fournies par les cliniciens. Le gestionnaire doit alors soumettre les erreurs

rencontrées au responsable du lot incriminé pour vérification et/ou correction.

4.2.3 Mises a jour

La procédure de mise a jour est identique a la procédure de chargement des nouvelles
données. Les fichiers Excel utilisés sont les mémes, mais il est également possible d'utiliser
un fichier dédi¢ uniquement aux données de patients. L’utilisateur doit simplement remplir les
colonnes appropriées avec les données de séquences ou de patients & mettre a jour. Le méme
programme implémenté en JAVA pour le chargement des données est utilisé pour la mise a
jour. Il vérifie l'intégrit¢ des données, les dates, les valeurs numériques, le vocabulaire
contrdlé, et l'existence des données qui doivent étre mises a jour.

Cette procédure permet de faire des mises a jour a grande échelle sur de grands lots de

séquences. Pour des mises a jour ponctuelles, une interface web a ét¢ implémentée.

4.2.4 Interface de gestion des données

Nous avons récemment mis en place une interface Web dédiée a la gestion des
données. Cette interface permet une interaction simple et performante entre le gestionnaire et
la base de données. Cette interface permet a ce jour d’effectuer uniquement des mises a jour
ponctuelles (Figure 4.2). Le gestionnaire a la possibilité¢ d’éditer, pour chaque entrée de la
base, les données relatives aux patients, aux échantillons et a la séquence (excepté pour les
annotations obtenues par l'analyse par IMGT/V-QUEST, le numéro d’acces de la séquence,
I’identifiant de la séquence, I’1dentifiant du patient, I’identifiant de I’échantillon et enfin I’age
du patient au moment du diagnostic). Il peut modifier et sauvegarder les valeurs
correspondantes dans la base. L’interface de gestion de la base IMGT/CLL-DB permet de
sélectionner une entrée unique, soit par le numéro d’accés de la séquence (IMGT/CLL-DB

accession number), ou bien encore par I’identifiant de la séquence (Sequence ID).
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Les informations sont affichées et triées en 6 catégories: (Figure 4.2) ‘Sequences’, ‘Disease’,
‘Sample’, ‘Analytical tests’, ‘Autoimmunity tests’, et ‘Other tests’. Pour chaque catégorie,
l'interface permet d’éditer les données et d’obtenir un formulaire de saisie pré-rempli. Les
champs sont renseignés par les données stockées dans la base (Figure 4.3). Chaque mise a
jour est enregistrée dans les tables 'rawHistoricPat' et 'rawHistoricSeq' suivant les données
mises a jour. Elle est identifiée par une combinaison de valeurs, le numéro d’acces ou
l'identifiant du patient et un numéro définissant le nombre de modifications effectuées a ce
jour. Dans le cadre du protocole instauré pour la gestion des données, le gestionnaire est

autorisé a modifier les données uniquement sous la recommandation des propriétaires.

Cette interface de gestion de la base IMGT/CLL-DB est destinée dans le futur aux utilisateurs
qui auront la possibilité de modifier leurs données. Ils pourront directement, sans passer par le
gestionnaire de la base, corriger d’éventuelles erreurs et mettre a jour les données selon
I’évolution de I’état du patient. Ils seront autorisés a modifier seulement les entrées dont ils

sont propriétaires.
L'interface de management a été implémentée en langage Java en accord avec les

technologies J2EE et l'utilisation des framework ‘Strust’ et ‘Hibernate’. (cf. chapitre 2.3.1

Implémentation et architecture de l'interface Web).
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IMGT/CLL-DB accession number: CLLO00000672 and IMGT/CLL-DB sequencelD: GR-01-0040-H1
corresponding to patientiD: GR-01-0040

Sequence

Laboratory I Tissue type Celltype Molecule type

F1430 hlood B cell cDMNA Edit Sequence

Disease
Famity T Date of Dateof  Re Dateof CLL  Date Dateof
Dateol oo\ Ethnic Country DOl Aweat oo (LlCY WstyofB (GECL Clinical | Needfor | pi®  FSSPONSS pate of Transtormation DA 0f1ast Current (LD s of clinical el
birth origin V' diagnesis  diagnosis v ! evolution  treatment transformation follow-up  status -p - _ autelmmunity
of CLL profiferation evolution treatment treatment 1 death  death autoimmunity
01-01-1839 M Caucasold Greece 13-11-2001 62 0oA 15.02-2007 stable "L o 16-02-2007 alive Edit Disease
Sample
Sample I  Date of collection Date of receipt Status Tumor load
gr01-00040 17-12-2001 174122000 fresh 77 EditSample
Analytical tests
Date of Date of Date of Date of
Surface Surface Surface " Intracellular Date "
Date of surface g suface - surface intracellular Date of Cytogenetic
immunophenatype MMUNOPRENotype oo i E{"f:::l‘u“ 16L chain :!G)(Lf::;'i‘o“ D38 Sfaissim i:";’lsion Karyotype [AIVOVpe ?It;SH FASH  tegory
expression © P expression =M expression =P expression 4

not o "
17-12-2001 typical 17-12-2001 mu + delta 17-12-2001  lambda 17-12-2001 179 -1.0 determined Edit Analytical

Autoimmunity tests

Date of autoimmunity Coombs direct Coombs indirect ANA RF Other

Edit Autoirnrmunity

Other tests

Date of infection Infection Date of tumors Tumors

Figure 4.2: Les données de la séquence sélectionnée par le gestionnaire de la base sont affichées selon 6 catégories (Sequence, Disease, Sample, Analytical tests,
Autoimmunity tests et other tests). Chaque catégorie peut étre éditée.
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IMGT/CLL-DB accession number: CLLO00000672 corresponding to patientlD: GR-01-0040

Disease

Date of hirth: | 01,/01/1939

Gender: | M ¥

Ethnic arigin: | Caucasoid v
Country: | Greece A

Date of diagnosis: | 131172001

Rai:| 0 v

Binet: [ A »

Farnily histary of B cell proliferation: b

Farnily history of CLL: b

Date of clinical evalution: | 15/02,/2007 Clinical evolution: | stakle v

MNeed for treatrment: | not applicable ¥

Date offirst treatment:

Response to treatment; | not applicakle v

Date of fransformation: Transformation: b
Date of last follow-up: | 15/02,/2007

Current status: | alive v

Date of follow-up lost:

CLL related death: hd

Date of death:

Diate of clinical autoimmunity: Clinical autoimmunity: w

Save

Figure 4.3: Edition des informations de la catégorie ‘Disease’ pour la séquence CLL000000672. Les données sont éditées par défaut avec les valeurs précédemment
enregistrées. Pour chaque donnée soumise aux contraintes du vocabulaire contrdlé, le choix des valeurs s’affiche dans la fenétre sélectionnée.
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4.3 Interface utilisateur

La base de données IMGT/CLL-DB est accessible via une interface web. Son
accessibilité est restreinte aux seuls partenaires du projet. L'interface permet I’interrogation de
la base de fagon simple et conviviale selon différents niveaux de précision (recherche simple
et recherche avancée) et offre deux formes (vues) de présentation des données (‘IMGT/CLL-
DB Search Results’ et le ‘IMGT/CLL-DB Patient card’). Enfin, elle intégre des outils de
traitement des séquences (IMGT/V-QUEST Synthesis view) et de récupération des données
sous différents formats (FASTA et Excel).

4.3.1 Implémentation et architecture de I'interface Web

Toutes les applications Web au sein d’IMGT® étaient jusqu’a ce jour développées sous
une interface de programmation (Application Programming Interface ou API) qui correspond
a un ensemble de fonctions, procédures et de classes mises a disposition des programmes
informatiques sous forme de bibliothéques logicielles, développées au sein d’IMGT® et
antérieures aux standards actuels. Lors de la mise en ceuvre du systéme d’information et suite
a une veille technologique, nous avons implémenté ’interface utilisateur du systeme selon
une architecture standard utilisant des technologies récentes et performantes dans le but
d’offrir une plus grande souplesse et une simplification des développements et de la

maintenance.

L'interface utilisateur de la base de données IMGT/CLL-DB a été implémentée selon
I’architecture Mod¢le-Vue-Contréleur (MVC) (qui est un 'design pattern') c'est-a-dire une
architecture qui organise l'interface Homme-Machine d'une application logicielle. Elle offre
un cadre pour structurer une application Web. L'architecture MVC se divise en trois entités

distinctes ayant chacune un role précis dans l'interface:

e Le Modele, contient les données manipulées par le programme. Dans le cas particulier
d'une base de données, c'est le Modele qui la contient. Il assure la gestion des données
de la base et garantit leur intégrité. Le Modele permet I’interaction entre la base de
données et le traitement des données. Il offre des méthodes pour mettre a jour les
données (insertion, suppression, changement de valeur) et des méthodes pour
récupérer ces données. Les résultats renvoyés par le Modele sont dénués de toute

présentation.

124



La Vue correspond a I’interface avec laquelle 1’utilisateur interagit. Sa premicre tache
est d'afficher les données qu'elle a récupérées aupreés du Modele. Sa seconde tache est
de répertorier I’ensemble des actions de l'utilisateur (clic de souris, sélection d'une
entrée, boutons, etc...) et de les renvoyer au contréleur. La Vue n'effectue aucun
traitement, elle se contente d'afficher les résultats des traitements effectués par le
Modele. La Vue peut aussi offrir la possibilité a l'utilisateur de changer de vue pour,
par exemple, présenter les mémes données sous d’autres formats. Elle peut étre congue
en html ou tout autre « langage » de présentation tel que les JSP (Java Server Page;
technologie basée sur Java qui permet aux développeurs de générer dynamiquement
des pages web).

Le Controleur est chargé de synchroniser le Modele et la Vue. Il regoit tous les
événements de l'utilisateur et enclenche les actions a effectuer. Si une action nécessite
un changement des données, le Contréleur demande la modification des données au
Modele et ensuite avertit la Vue que les données ont changé afin que celle-ci se mette
a jour. Certains événements de l'utilisateur ne concernent pas les données mais la Vue.
Dans ce cas, le Controleur demande a la Vue de se modifier. Le Controleur n'effectue
aucun traitement, ne modifie aucune donnée. Il analyse la requéte du client et se
contente d'appeler le Modéle adéquat et de renvoyer la Vue correspondante a la

demande.

L’interface Web du systéme d’information développé avec une architecture MVC est

subdivisée sous forme de composants. Cela permet de développer de maniere indépendante

chacune de ses parties pour ensuite les associer. Chaque partie étant un projet indépendant, il

est plus ais¢ de modifier, d’ajouter ou de supprimer une fonctionnalité dans un projet sans

pour autant modifier les autres. Quatre couches de composants ont été définies:

La partie Présentation se concentre sur la maniére d’afficher les informations pour
’utilisateur et sur la maniere dont il récupere ces informations.

La partie Métier se concentre sur la partie fonctionnelle de I’application sur ce dont
I’utilisateur a besoin pour travailler, ce qu’il manipule dans le cadre de son travail.
Dans notre cas, nous manipulons des données de séquences, des données sur les

patients etc...
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e La partie Persistance se concentre sur la maniére d’enregistrer, de mettre a jour ou de
supprimer les informations dans une source de données en 1’occurrence la base de
données IMGT/CLL-DB.

e La partie Service se concentre sur la communication d’une couche a une autre, par
exemple le transfert d’informations de la couche de persistance vers la couche de

présentation.

Pour chaque couche, il existe des boites a outils (ensembles de bibliotheques, d'outils et de
conventions) appelés dans le jargon informatique des Frameworks, permettant le

développement d’applications Web.

Le framework Struts est un standard pour la couche de présentation, basé sur les principes
d'application Web Java J2EE. Il respecte le modele MVC et la séparation du code de
présentation, du code de contrdle, du code métier et du code de persistance. Le framework
Hibernate (open source) gere la persistance des objets en base de données relationnelle. C'est
un outil de mapping objet/relationnel (ORM) qui permet de faire le lien entre la représentation
objet des données et sa représentation relationnelle. Hibernate s'occupe donc du transfert des
classes Java dans les tables de la base de données, il permet également de requéter les données
et propose des moyens de les récupérer. En clair il a pour but de gérer 1’acceés aux données
contenues dans une base de données.

La figure 4.4 est une représentation schématique de I’architecture de l'interface Web mise en
place pour la base de données IMGT/CLL-DB. Le Mode¢le est représenté par des objets créés
a partir d'une connexion a une source de données; dans notre application, la source de données
est la base de données IMGT/CLL-DB. Il décrit ou contient les données manipulées par
l'application. Il assure la gestion de ces données et garantit leur intégrité.

Dans notre application le Modele contient la couche dite de persistance implémentée via le
framework Hibernate qui prend en charge 1'ensemble des traitements concernant la gestion
des données de la base. Chaque table de la base de données est ainsi mappée telle quelle ou
divisée en différentes classes Java (13 classes). Toute la gestion des données se fait alors par
l'intermédiaire de ces classes. La couche de persistance gere également la gestion des

connexions a la base (utilisation du pool de connexion Cp30).
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Vue Contréleur Modele

Interface client |« »|Couche de service Couche de persistance
7} Accés aux données
/ | 4
Couche de présentation <
| IMGT/CLL-DB Query page.jsp | il
| IMGT/CLL-DB Patient card.jsp | L !
Source de données
e e b s mesie L M
IMGT/CLL-DB
D CFibernate

Figure 4.4: Architecture du systéme d’information sous un modéle MVC. Il divise l'interface en un Mod¢le
(modele de données), une Vue (présentation, interface utilisateur) et un Controleur (logique de contréle, gestion
des événements, synchronisation). Dans notre application le 'Mod¢le' contient la couche dite de persistance
implémentée via le framework Hibernate qui prend en charge l'ensemble des traitements concernant la gestion
des données de la base. Le framework Struts est un standard pour la couche de présentation, basé sur les
principes d'application Web Java J2EE.

La Vue correspond a l'interface avec laquelle 1'utilisateur interagit. Sa premiére tache est de
présenter les résultats renvoyés par le Modele. Sa seconde tache est de recevoir toutes les
actions de l'utilisateur (requéte, sélection d'une entrée, lancement d'une application interactive
(IMGT:V-QUEST synthesis view...). Ces différents événements sont envoyés au Controleur.
La Vue n'effectue aucun traitement, elle se contente d'afficher les résultats des traitements
effectués par le Modele. Les résultats des traitements sont congus dans cette application
uniquement avec des JSP.

Le Controleur, administre tous les composants de 1’application. C'est le Contréleur qui
distribue le travail a la Vue et au Mode¢le. La couche dite de service gere l'ensemble des
événements et les relations et le transfert d'informations entre les autres couches du systeme,
la couche de présentation, la couche métier et la couche de persistance. Il analyse la requéte
du client et se contente d'appeler le Mode¢le adéquat et de renvoyer la Vue correspondante a la
demande. La couche métier constitue l'ensemble des méthodes Java qui manipulent les
données a la suite de leur récupération via la couche de persistance, telle que 1'analyse des

séquences par le programme IMGT/V-QUEST Synthesis view.
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4.3.2 IMGT/CLL-DB Query page

L'interface d'interrogation 'IMGT/CLL-DB Query page' (Figure 4.5) est une interface
Web qui permet d'interroger la base de données IMGT/CLL-DB de fagon simple et précise.
L'interface propose deux types d'interrogations: une recherche par identifiant ou numéro

d’accés et une recherche par critéres multiples.

Search by ID

La recherche 'Search by ID' (Figure 4.5A) permet a I'utilisateur de faire des recherches
(1) le numéro d'accession, (ii) l'identifiant de la séquence, (i) l'identifiant du patient ou (iv) le
numéro d'accession de IMGT/LIGM-DB [244]. L'interface offre la possibilit¢ de construire
une requéte constituée de plusieurs numéros d’acces ou de plusieurs identifiants séparés par
des 'virgules'. Dans ce cas précis, les numéros d’acces ou les identifiants utilisés doivent étre
obligatoirement de méme type, uniquement des numéros d’acces IMGT/CLL-DB ou
uniquement des identifiants Sequence ID, etc. L'interface 'Search by ID' accepte I’utilisation
d'un 'caractére de remplacement' (‘wildcard') dans la formulation de la requéte. Ce caractére
de remplacement est symbolisé par le sigle '*' et permet de faire des recherches a un niveau
plus général. Son utilisation offre la possibilité¢ de requéter la base non plus sur une séquence
ou un patient précis mais sur toutes les séquences provenant d'un laboratoire ou d'un pays en
particulier. Par exemple la requéte 'GR-01*' recherche toutes les séquences provenant d’un
laboratoire situ¢ en Grece et défini par le code 01 ou de fagon encore plus générale 'GR*' pour
toutes les séquences provenant de tous les laboratoires situés en Gréce. Enfin l'interface de
recherche 'Search by ID' permet d'obtenir toutes les séquences stockées dans la base de
données en utilisant le seul caractere de remplacement “*’.
L'ensemble des numéros d’accés ou identifiants acceptés par 1’interface de recherche 'Search

by ID' est résumé dans le tableau 4.1.

Tableau 4.1: Ensemble des numéros d’acces ou identifiants acceptés par 1’outil de recherche ‘Search by ID’ et
exemple d’utilisation.

Numéro d’acces ou R . Caractere de
o . Format de requéte multiple
Identifiant accepté remplacement
IMGT/CLL-DB CLL000000001,CLL000000002,CLL000000003... Non
accession number
Oui.
Sequence ID NY-01-0001-H1,NY-01-0002-H1,NY-01-0003-H1... Ex: NY-01-0001*
. Oui.
Patient ID NY-01-0001,NY-01-0002,NY-01-0003... Ex: NY*
IMGT/LIGM-DB DQ100880, DQ100832, DQ100903... Non
accession number

128



WELCOME !
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THE
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INFORMATION SYSTEM®

Search by ID:

A
IMGT/CLL-DB Query page B

Laboratory Sequence
all
GR-01 |G chain type any
GFR-02
K01
CDR3-IMGT -
length
Y-GEME and
allele
Personal data
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Ethnic origin
Current status
Disease
Binet stage
Family histary of CLL
Evolution
Need of treatment
Clinical autoimrmunity
Immunophenotype
IGH any
CD38 from |0.0
expression (%) 0.0
Cytogenetics
FISH
-Autoimmunity
Coombs direct any
ANA any
-Other diseases
Chronic infection

to|o
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ary
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any ¥
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IMGT Home page IMGT/CLL-DB Query pade

IMGT/CLL-DB contains Seguence entries:

Y-REGION JUNCTION
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CDR3-IMGT
frame any 5 Functionality any ~
D-GENE and J-GENE and
allele allele
Age at diagnosis from |0 to0
& Country any v
b CLL death any v
Rai stage any v
Family history of other B cell an =
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b Transformation any -
v Responss to treatment any v
v
IGL any v Immunophenotype any v
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Coombs indirect | any v
RF any C Other
A QOther tumors any -
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Information
system®
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Today is Tue Sep 30 2003
Patient entries:
Last updated: 30/06/2008

Figure 4.5: L’interface de recherche de la base IMGT/CLL-DB. A: Interface simple qui permet la recherche par
les numéros d’acceés ou par les identifiants de patients ou de séquences. B: Interface avancée qui permet des
recherches complexes par I’intermédiaire de 39 critéres, divisés en 8 catégories (Laboratory, Sequence, Personal
data, Disease, Immunophenotype, Cytogenetics, Autoimmunity et Other Diseases).
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IMGT/CLL-DB Search

L'interface IMGT/CLL-DB Query page (Figure 4.5 B) est également un outil de
recherche avancé qui offre la possibilit¢ a l'utilisateur de constituer une requéte par
l'utilisation de critéres multiples, soit:
39 critéres répartis en 8 catégories: ‘Laboratory’ (1 critére), ‘Sequence’ (9 critéres), ‘Personal
data’ (6 critéres), ‘Disease (9 critéres), ‘Immunophenotype’ (5 critéres), ‘Cytogenetics’ (2
critéres), ‘Autoimmunity’ (5 critéres), ‘Other diseases’ (2 critéres). A chaque catégorie
correspond un théme spécifique qui regroupe un ou plusieurs critéres de recherche qu'il est
possible ou non de renseigner selon les souhaits de 1’utilisateur. Tous les critéres de recherche

peuvent étre combinés pour obtenir la requéte souhaitée la plus précise possible.

Laboratory

La catégorie ‘Laboratory’ (Figure 4.5B) permet de rechercher des séquences selon le
laboratoire propriétaire de la séquence. Il est possible de choisir pour cette catégorie un ou
plusieurs laboratoires comme critére de recherche. Par défaut, la recherche se fait sur

I'ensemble des laboratoires.

Sequence

La catégorie ‘Sequence’ (Figure 4.5B) regroupe les critéres de recherche relatifs aux
principales caractéristiques des séquences d’IG. Elle offre la possibilit¢ a I’utilisateur de
choisir le type de chaine (chaine lourde (IGH) ou légere kappa (IGK) ou lamdba (IGL)), le
pourcentage d’identité¢ de la V-REGION comparé aux séquences germline les plus proches.
L’utilisateur a également la possibilit¢ de rechercher des séquences contenant un motif
caractéristique de la jonction exprimé en acides aminés, de définir la taille du CDR3-IMGT,
le cadre de lecture du CDR3, si le CDR3 est dans un cadre de lecture ouvert (in-frame) ou non
(out-of-frame), la fonctionnalité de la séquence (‘productive’ ou ‘unproductive’), et enfin le
nom du gene V ou de l’alléle ou du sous-groupe (ex: IGHV1-69, IHV1-69*01, IGHV1), le
nom du gene D ou de I’allele ou du groupe et le nom du géne J ou de 1’allele ou du groupe en

accord avec les régles de nomenclature IMGT.

Personal Data
La catégorie ‘Personal Data’ (Figure 4.5B) regroupe les critéres de recherche relatifs
au patient, sexe, 1’age, date du diagnostic, origine ethnique, pays de résidence, statut actuel et

si déces, lien avec la LLC ou non.
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Disease

La catégorie ‘Disease’ (Figure 4.5B) regroupe les critéres de recherche relatifs a la
description du stade de la maladie et de son évolution. L utilisateur peut interroger la base sur
le stade clinique du patient selon la classification Binet, ou la classification Rai. L’ utilisateur
peut également rechercher les patients sur leur histoire familiale (de la LLC, ou d’autres
syndromes lymphoprolifératifs B), sur [’évolution de la maladie (progressive, stable,
régressive), ou sur sa transformation (Richter, PLL, etc.).
L’utilisateur peut également rechercher les patients ayant besoin impérativement d’un
traitement, la réponse au traitement (positive ou négative), les patients qui ont des

complications autoimmunes (telles que ‘anemia’, ‘Thrombocytopenia’ etc...).

Immunophenotype

La catégorie ‘Immunophenotype’ (Figure 4.5B) regroupe les critéres de recherche
relatifs a 1'immunophénotypage. L'utilisateur a la possibilit¢ de faire des requétes selon
I’isotypes des chaines lourdes et des chaines légeres exprimés a la surface des cellules B,
I’immunophénotype des cellules B des patients (typique c’est-a-dire caractéristique d'un
patient atteint de LLC ou atypiques). Enfin l'utilisateur peut définir sa recherche selon la

valeur des facteurs de pronostic: CD38 et ZAP 70.

Cytogenetics

La catégorie ‘Cytogenetics’ (Figure 4.5B) regroupe les critéres de recherche relatifs
aux données cytogénétiques des patients. L’utilisateur peut rechercher des patients par le
résultat des analyses ‘fluorescence in situ hybridation’ (‘FISH”) qui permet de retrouver des
anomalies chromosomiques chez les patients et par leur catégorie cytogénétique, qui constitue

un code décrivant le caryotype des patients.

Autoimmunity

La catégorie ‘Autoimmunity’ (Figure 4.5B) regroupe les critéres relatifs aux
manifestations de phénoménes autoimmuns chez les patients. L'utilisateur a la possibilité
d'interroger la base de données selon les résultats d'une série de tests classiques pour détecter
les phénomenes d'autoimmunité. 5 criteres de recherche sont disponibles: les tests de Coombs,
‘Coombs direct’ et ‘Coombs indirect’, les tests de recherche d’autoanticorps avec le dépistage

des anticorps antinucléaires (‘ANA’) et des facteurs rhumatoides (‘RF’). Le dernier critére de
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recherche ‘Other’ est un champ libre, dans lequel I'utilisateur est libre de spécifier des

informations liées a la recherche de manifestations d’autoimmunité.

Other diseases
La catégorie ‘Other diseases’ (Figure 4.5B) regroupe les critéres de recherche relatifs
aux complications infectieuses ou aux cancers associ€és qui peuvent survenir au cours de

I’évolution de la maladie.

4.3.3 IMGT/CLL-DB results

Deux présentations différentes de visualisation des résultats sont proposées par
I’interface Web de la base de données:

e la page ‘Search Results’ présente les résultats d’une recherche de multiples séquences
appartenant a de multiples patients. Elle est présentée sous forme de liste dans un
tableau constituée de 5 onglets. Chaque onglet regroupe les données stockées dans la
base par théeme. Cette vue permet alors une comparaison aisée des données entre elles.

e le ‘Patient card’ présente les informations pour un seul patient.

4.3.3.1 IMGT/CLL-DB Search Results

La sortie ‘Search Results’ (Figure 4.6) affiche les données de plusieurs séquences. Les
résultats sont présentés sous forme de tableaux composés de 7 onglets, chacun présentant les
données regroupées par théme: IMGT/V-QUEST results, Sequence, Disease, Sample,
Analytical tests, Autoimmunity tests, et Other tests. Le tableau est présenté sous forme de
liste paginée et affiche jusqu'a 50 entrées par page; chaque ligne correspondant a une entrée
(soit une séquence, soit un patient selon l'onglet visualisé) et chaque colonne & un résultat

donné.
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IMGT/CLL-DB Search Results

Sequence Qther tests

tests

IMGTA-QUEST
resulls lests

Analytical ‘

Autoimmunity ‘

‘ Disease ‘ ‘ Sample ‘ ‘

Your query:

Number of resulting sequences: 28

Number of resulting patients: 1 1 Click on Patient ID for MGT/CLL-DB Fatient card

[ Selectpage ][ Clearpage ][ Invert selection ]
IMGTMAV-QUEST | Synthesis view | or Download selected[ Sequences in FASTA ]Of[ Excal ]

Daownload a\l[ FASTA sequences ]or[ Excelfile ]

28 items found, displaying all items
1

NO %v Sequence ID :Baboratory PatientID  Functionality V-GENE and i\';entity D-GENE an.d allele by. ?eadin :;%ENE JUNCTION AA JUNCTION CDR1-IMGT CDR2-IMGT CDR34MGT IMGTN-QL_JEST
TS allele o, IMGT/JunctionAnalysis ramelll (Aiaie frame length length length Detailed view
1 0O CLLO0QO00829 GR-01-0002-H1 P103HA GR-01-0002 productive IGHY4-34*01 8579  IGHDS-5%01 1 IGHJE* 02 CARGYPDTPYVRRYYYYGMDVWY in-frame 8 7 20 CLLODO000G29
2 [ CLLO0DDO0630 GR-01-0002-H2 P103HB GR-01-0002 unproductive  IGHY3-15"07 5854  IGHD3-9°01 3 IGHA™02 YRVVINE™Y in-frame 8 8 T CLLO00000630
3 0O CLLO00D00S36 GR-01-0007-H1 P1080 GR-01-0007 productive IGHV3-30-3*01 100 IGHD3-10%01 2 IGHJ" 02 CARDLAGKYYYGSGSPSFDYW in-frame 8 g 19 CLLODO000G36
4 [O CLLO0DQ00BSS GR-01-0030-H1 P130HA GR-01-0030 productive IGHY 1-2%02 96,18 IGHDB-13*01 3 IGHJ4* 01 CARDTRGGKAPLLLPLDSW in-frame 8 8 17 CLLOOO0D0GSS
5 [ CLLO0DDOOB60 GR-01-0030-H2 P130HB GR-01-0020 unproductive  IGHV3-33"01 95832  IGHD3-22"01 3 IGHJ3"02 CARGSRLL™ SDLRLLIS out-of-frame 8 3 X CLLO00000660
& O CLLO00D00S3T GR-01-0055-H1 P1610 GR-01-0055 productive IGHY1-18*01 8965 IGHD3-3*01 2 IGHJ4* 02 CAREDRYYDFWSGYLYW in-frame 8 8 15 CLLODO0DOGST
7 [ CLLO0DDO0O720 GR-01-0087-H1 P2355 GR-01-0087 productive IGHY1-2702 100 IGHDE-19"01 3 IGHJ4™02 CARACWLVVTNFDYWY in-frame 8 8 13 CLLO00O000T20
8 [ CLLO0DDOO7SZ GR-D1-0118-H1 P2041 GR-01-0118 productive IGHY1-69"01 100 IGHDE-19701 3 IGHJ5™02 CARLLSTRHOWLVSLGIEYNWFDPW inframe 8 8 23 CLLO00000752
9 0O CLLO00Q0O766 GR-01-0131-H1 P325 GR-01-0131 productive IGHY3-8*01 100 IGHD3-3%01 2 IGHM 02 CAKGRYDFWSGYPNPPLFDYW in-frame 8 8 19 CLLODO0DO766
10 O CLLO00001035 GR-01-0002-K1 P103 GR-01-0002 productive IGKW2-30"01 9728 IGKJ2T01 CMQGTHWPPYTE in-frame " 3 10 CLLO00001035
11 O CLLO00001042 GR-01-0007-K1 P1080 GR-01-0007 productive IGKW4-1701 93,96 IGKJ4™01 CQAYYSTPLTF in-frame 12 3 9 CLLO00001042
12 0O CLLO00O01069 GR-01-0030-4K1 P130 GR-01-0030 productive IGKY4-1*01 96,88 IGKJ2* 01 CQAYFSSPPTR in-frame 12 3 ] CLLO00001069
13 O CLLO00001106 GR-01-0055-K1 P1610 GR-01-0055 productive IGKW4-1701 100 IGKJ1T01T CQOYYSTPWITF in-frame 12 3 9 CLLO00001106
14 0O CLLO00Q01107 GR-01-0055-K2 P1610 GR-01-0055 productive IGKY1-5*03 99,64 IGKJ1" 01 CQAYNSYPTWTF in-frame 6 3 10 CLLO00001107
15 O CLLO00001108 GR-01-0055-L1 P1610 GR-01-0055 unproductive  IGLY3-1701 100 IGLJ1T01T CQAWDSSILCL out-of-frame 6 3 ks CLLO00001108
16 O CLLO00001146 GR-01-0087-K1 F2355 GR-01-0087 productive IGKYW1-39"01 100 IGKJ101 CQASYSTPPWTE in-frame 6 3 10 CLLO00001146
17 O CLLO00001182 GR-01-0118-K1 P3041 GR-01-0118 productive IGKY1-33%01 100 IGKJ3* 01 CQQYDNPLFTF in-frame 6 &) 9 CLLO0O001182

Figure 4.6: ‘IMGT/CLL-DB Search Results’. Le ‘Search Results’ affiche les entrées de IMGT/CLL-DB, sous forme d’un tableau composé de 7 onglets. Chaque onglet
présente des données regroupées par théme, avec ‘IMGT/V-QUEST results’ (résultats de 1’analyse de IMGT/V-QUEST), ‘Sequence’ (description de la séquence), ‘Disease’
(description du patient et de sa pathologie), ‘Sample’ (description de 1’échantillon), ‘Analytical tests’ (description de I’'immunophénotype et de facteur de pronostic),
‘Autoimmunity tests’ (test pour la recherche de signes autoimmuns) et ‘Other tests’ (complications infectieuses et cancéreuses). Pour chaque onglet, la requéte et le nombre de
résultats (nombre de séquences et de patients) sont affichés. L onglet ‘IMGT/V-QUEST results’ offre la possibilité d’analyser jusqu’a 50 séquences avec ‘IMGT/V-QUEST
Synthesis view’, de récupérer les séquences en format FASTA et toutes les données sous format Excel. Pour chaque entrée, le ‘IMGT/V-QUEST results’ montre le numéro
d’accés de IMGT/CLL-DB, les identifiants avec la Sequence ID, le Laboratory ID, le Patient ID, la fonctionnalité, le nom du géne V et alléle associé au pourcentage
d’identité, le nom du geéne D et allele déterminés par IMGT/JunctionAnalysis, le cadre de lecture du D, le nom du géne J et all¢le, la jonction en AA, le cadre de lecture de la
jonction, la taille des 3 CDR-IMGT et un lien vers la fiche compléte des résultats de IMGT/V-QUEST.
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IMGT/V-QUEST Search results

L'onglet ‘IMGT/V-QUEST results’ (Figure 4.6) présente pour chaque séquence les
principaux résultats de I'analyse par IMGT/V-QUEST. Chaque séquence est identifiée par son
numéro d'acces (IMGT/CLL-DB accession number), par son identifiant (Sequence ID), par
l'identifiant du laboratoire propriétaire de la séquence (Laboratory ID), et par l'identifiant du
patient (Patient ID) qui est également un lien vers la sortie ‘Patient card’.
Les principaux résultats de l'analyse par IMGT/V-QUEST sont aux nombre de 16, avec
I'évaluation de la fonctionnalité: ‘productive’ ou “unproductive’ (Functionality), le nom du
gene V et allele germline (V-GENE and allele) le plus proche associé au pourcentage
d'identité (V identity %), le nom du gene D et alleéle germline (D-GENE and allele), le cadre
de lecture du D (D reading frame), le nom du géne J et all¢le germline (J-GENE and allele), la
jonction en AA (JUNCTION AA), le cadre de lecture de la jonction, 'in-frame' ou 'out-of-
frame' (JUNCTION frame), la taille des trois CDR-IMGT, le CRD1-IMGT (CDRI1-IMGT
length), le CDR2-IMGT (CDR2-IMGT length), le CDR3-IMGT (CDR3-IMGT length) et un
lien vers les résultats complets et détaillés de 'analyse de la séquence par IMGT/V-QUEST
(cf. paragraphe 3.5.2.1 Detailed view).
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Sequence

L'onglet ‘Sequence’ (Figure 4.7) présente pour chaque séquence 10 types de résultats.
Chaque séquence est définie par ses identifiants uniques (IMGT/CLL-DB accession number
et Sequence ID), par l'identifiant du laboratoire propriétaire de la séquence (Laboratory ID), et
st la séquence est publique, par le numéro d’acces IMGT/LIGM-DB [244]. Cet identifiant est
un lien direct de I'entrée dans la base IMGT/LIGM-DB [244]. De plus, a chaque séquence est
associé a I’identifiant du patient (Patient ID), le type de tissu (blood, bone marrow...) (Tissu
type), le type de cellule (B cell) (Cell type), le type de molécule gDNA, ou cDNA (Molecule
type), la taille de la séquence (Sequence length), et enfin la séquence en nucléotides

(Sequence).
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IMGT/CLL-DB Search Results C

IMGTA-QUEST . Analytical Autairnmunity
e Sequence Disease Sample e e Other tests
Your query:
Number of resulting sequences: 28
Number of resulting patients: 1 1 Click on Patient ID for MGT/CLL-DB Patient card
[ Select page H Clear page H Irvert selection ]
MGTA-QUEST | Synthesisview | or Download selected[ Sequences in FASTA ]or[ Excel ]
Daownload aII[ FASTA sequences ]or[ Excel file ]
28 items found, displaying all items.
1
IMGTICLL-DB IMGTILIGM-DB .
q —_—— Laboratory . . Tissue Cell Molecule Sequence
N accession ~ SequencelD D accession Patient ID type type type length Sequence
number number
caggtgoagotacagoagtgyygyogoagytotgt tgaagoct togyagaccotgbooocto
acctgogotgtotatggtgagtocttoagtgyt tattactgyacctggatocogooagooo
B coagyyaaguyyctyyagtyyat tggagaaatoaatcatagtgyaagoaccaattataat
1 0O CLLOO0000629 GR-01-0002-H1 F103HA DQ100832 GR-01-0002 blood cell cDMA 356 coatcoctoaagagtogagtoaccatatcagtagacacyiocaayaaccayitotoooto
aaactgacctotgbgacogoogoggacacggetgiotattactghgogagaggo tacoog
gatacacctgtggbtogoogatattactactacgyaat ggac gt o Logogc o s
agytgocagotgytyyagtoctgygyyagcatJytacaccogyydyytocctgagactat
cotgbgoagtoctttggatttacctttaatagatgtggoatgaat tgggtocogocaggote
B caguyaagyuyctyyagtyyytctogtagoacasaagyagac ttogygaaguyeocagtte
2 O M GR-01-0002-HZ F103HB W blood cell CDMA 332 accatctocagagacaattocaagaacacectgtat ttgoasacaaacagoct aagaggo
gaggactoggoogbotattaatatgogasagagtocttgyatgt tataaggtogt tatas
atgaatastggggooaggyaaccotggboace
grtgcagotygtgyagtoctyyyygagyodtgytocagoctgyyagytococtgagactoton
tgbgoagoctotggattoaccttocagtagotatgotatgoactggytoogocaggotoca
B gucaaggggctggagtgyytgyoagttatatecatatgatggaagoastasaatactacgos
3 0O CLLOO0DOOG3E GR-01-0007-H1 P1080 GR-01-0007 blood I cOMNA a7s gactocgtgaagggocgattoaccatctocagagacasttooaagaacacyotgtatcty
ce caaatgaacagoctgagagectgaggacacggotgtgtattactghgogagagat ctgoag
gugaagtattactatggttogyygagtocatocttttgactactggggocagggaacootog
gtoaccgbotootoa

Figure 4.7: L’onglet ‘Sequence’ de la page ‘IMGT/CLL-DB Search Results’, présente pour chaque entrée, le numéro d’accés IMGT/CLL-DB, le Sequence ID, le Laboratory
ID, le numéro d’accés IMGT/LIGMDB, le Patient ID, le type tissulaire, le type cellulaire, le type moléculaire, la taille de la séquence et la séquence.
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Disease

L'onglet ‘Disease’ (Figure 4.8) présente pour chaque patient 27 résultats décrivant le
patient, sa maladie et son évolution.
Pour chaque patient (ligne) est défini I'identifiant du patient (Patient ID) qui se trouve étre
également un lien vers le ‘Patient card’, le numéro d'accés (IMGT/CLL-DB accession
number) et l'identifiant (Sequence ID) des séquences associées au patient. De plus cet onglet
détaille les données en rapport aux patients et a sa pathologie avec: (i) la date de naissance
(Date of birth), (ii) le sexe (Gender), (iii) 1'origine ethnique (Ethnic origin), (iv) le pays de
résidence (Country), (v) la date de diagnostic de la maladie (Date of diagnosis), (vi) I’age du
patient au diagnostic (Age at diagnosis), (vii et viii) le stade de la maladie selon les deux
classifications Rai et Binet (Rai, Binet), (viii et ix) l'histoire familiale de la LLC (Family
history of CLL) et d’autres syndromes lymphoprolifératifs B (Family history of other B cell
proliferations), (x) I’évolution de la LLC associée a une date (Date of clinical evolution,
Clinical evolution), (xi) le besoin d'un traitement (Need for treatment), (xii) la date du premier
traitement (Date of first treatment), (xii) la réponse au traitement (Response to treatment),
(xiii) la date de complication vers une forme agressive de la maladie (Date of transformation),
(xiv) le type de transformation (Transformation), (xv) la date de la derniére consultation du
patient (Date of last follow-up), (xvi) le statut du patient (Current status), (xvii) la date de la
perte du suivi du patient (Date of follow-up loss), (xviii) le lien ou non du déces avec la LLC
(CLL related death), la date du déces (Date of death), (xix) la date d'apparition de
complications autoimmunes (Date of clinical autoimmunity) et (xx) le type de complications

autoimmunes (Clinical autoimmunity).
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IMGT/CLL-DB Search Results

IIN.'_"IH QUEST

[ I
sl Mumm Dingasy |

Your query:

Humber of 1 i : 28

Number of resulting patients: | I

[ Solectpege | [ Cinerpage | [ ivven solacsan |

Diowricad selcted | Soquances m FASTA | of [ Excet

Diowrioad all | FASTA saguences | or | Excel fls

11 items found, displaying all itoms
1

IMGTICLL.DE Otiet
N PaflentiD - accesslon  SequencelD Ll Gender
- number
GRO1-0002:H1
GR.01.000 R01-0002H2 01.01.1950 F

01.0002-K1

1042 GRAOT-000T-K oy 00 104 ¢

7 O GROLONOT
2 0 GROLONE R-01-0007-H1

301 01011041 M

3 0 cRoL
01.0030-H1
R-01-0055-K2
4 O cROLOOS ROVOOSS K 26.01-1028 M

01005511

QOO0CHET GR-01-0055-H1

R01-00B7-HT 4, o
o1.0087.K1 230

o

7-1950 M

F-01-0118-H1
R-01-0118-K1 il

Ethnic
origin
Caucasoid Grasca
Caucasold Greece
Caucasold Gresca
Caucasoid Greace

Caucasoid Greoce

Caucasold Gresce

Duate of

21.08.1995

05-08-2003

15101599

17-11-2003

01-11-2004

10.07-2005

Age at
Faunty, diagnosis diagnosis

4

o

o
o

58

65

54

64

Family
Famlly icrary of

Ral Binet history oy\or g col

™

proliferations.

Date of

Cpteot  clinieal  Needfor D%
svolution YVolution trestment |
A A nit
12-12-2007 sable applicable
D5-08-2003 progressive yes 05-08-2003
20012001 progressve yes
1TAZLI00T progressive yes
18002007 stable not
8092007 stable spplicable

not
30-10-2007 stable anpiicabie

Response Drate of
Date of

f Transformation last tatt
treatment ermaion follow-up .
not o
applicable 12.12.2007 alva
s 17-12-2007 alkve
s 19-11-2007 abve
no 15.12-2007 RICHTER 11-02-2008 dead
nat 200200 :
splicable 18-08-2007 abve
it 30-10-2007 akve
applicable

follow-up related d::h

o flmf Cliniecal
death autoimmunity sutoimamunity
Hashimato
RS 11-02. 2008
15.11.2006 Hyparthroldism

Figure 4.8: L’onglet ‘Disease’ de la page IMGT/CLL-DB Search Results, présente pour chaque entrée, le Patient ID, le numéro d’accés IMGT/CLL-DB, le Sequence 1D, la
date de naissance, le sexe, 1’origine ethnique, le pays de résidence du patient, la date du diagnostic, I’age au moment du diagnostic, la classification selon Rai et selon Binet,
I’histoire familiale de la LLC et des autres syndromes prolifératifs, I’évolution de la maladie et la date correspondant a cette évolution, le besoin d’un traitement, la date du
premier traitement, la réponse au traitement, la transformation de la maladie et la date de cette transformation, la date du dernier suivi médical, le statut actuel du patient, la
date de la perte du suivi du patient, le lien ou non du décés avec la LLC, la date du déces, la date d’apparition de complications autoimmunes et le type de complications

autoimmunes.

Dans ’extrait représenté, nous avons 6 patients différents, pour lesquels 16 séquences d’IG sont disponibles. Les séquences en format FASTA peuvent étre récupérées en
sélectionnant les séquence (colonne ‘N°’du tableau en partant de la gauche) et en cliquant sur le bouton ‘Sequences in FASTA” au-dessus du tableau. Les données sous format
Excel peuvent étre récupéreées en sélectionnant les entrées (colonne ‘N°’ du tableau en partant de la gauche) et en cliquant sur le bouton ‘Excel’ au-dessus du tabbleau.
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Sample

L'onglet ‘Sample’ (Figure 4.9) présente pour chaque patient 8 types de résultats: (i)
L'identifiant du patient (Patient ID) qui se trouve étre également un lien vers le ‘Patient card’,
(i1) les numéros d'accés IMGT/CLL-DB (IMGT/CLL-DB accession number) et (iii) les
identifiants des séquences associées au patient (Sequence ID), (iv) I'identifiant de 1'échantillon
(Sample ID), (v) la date du prélevement de I'échantillon (Date of collection), (vi) la date de
réception de 1'échantillon par le laboratoire (Date of receipt), (vii) le statut physique (frais,
congelé etc.) de 1'échantillon (Status) et enfin (viii) le pourcentage de cellules cancéreuses

dans 1'échantillon (Tumor load).
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IMGT/CLL-DB Search Results

IMGTH-QUEST
results

Seguence Diseasa

Your query:

Number of resulting sequences: 28

Analytical
tests

Autoimmurity
tests

Other tests

Number of resulting patients: 1 1 Click on Patient ID for IMGT/CLL-DE Patient card

11 itemns found, displaying all items.

1

N® Patient D
CLL000001035
6 GRO10002 CLLODOOODB29
CLL000000630
CLLO0000D636
1 GRO10007 = oo0001042
CLLO0000DS60
7 GRO10030  CLLODOOODB5Y
CLL000001069
CLLO00001108
CLL00000T106
4 GRO1005 oy ooooooss?
CLL000001107
CLL0O00000720
8 GROT0087T =/ 000001146
CLL0O0000D752
3 GROIO18 S ggppot1s2
CLLO00001195
2 GROLOTS =l 000000766
CLL000001457
9 GR02.0051 ‘S ggppo1o4s

+ IMGTICLL-DB accession number

Sequence ID

GR-01-0002-K1
GR-01-0002-H1
GR-01-0002-H2

GR-01-0007-H1
GR-01-0007-K1

GR-01-0030-H2
GR-01-0030-H1
GR-01-0030-K1

GR-01-0055-L1
GR-01-0055-K1
GR-01-0055-H1
GR-01-0055-K2

GR-01-0087-H1
GR-01-0087-K1
GR-01-0118-H1
GR-01-0118-K1
GR-01-0131-K1
GR-01-0131-H1
GR-02-0051-H1
GR-02-0051-K1

Sample ID

gr-01-00002

gr-01-00007

gr-01-00030

gr-01-0005%

gr-01-00087
gr-01-00118
gr-01-00131

gr-02-00051

Date of collection

05-06-2002

30-09-2003

18-06-2002

24-03-2004

18-11-2004

18-07-2005

03-10-2002

26-11-2002

Date of receipt

05-06-2002

30-09-2002

19-06-2002

24-03-2004

18-11-2004
18-07-2005
03-10-2002

26-11-2002

Status

fresh

fresh

fresh

fresh

fresh

fresh

fresh

fresh

Tumor load

80

83

82

66

68

50

78

95

Figure 4.9: L’onglet ‘Sample’ de la page ‘IMGT/CLL-DB Search Results’ présente pour chaque entrée, le Patient ID, le numéro d’accés IMGT/CLL-DB, le Sequence ID, le
Sample ID, la date de collection, la date de réception de 1'échantillon par le laboratoire (Date of receipt), le statut de 1'échantillon et le pourcentage de cellules cancéreuses
dans I'échantillon (Tumor load).
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Analytical tests

L'onglet ‘Analytical tests’ (Figure 4.10) présente pour chaque patient 18 types de
résultats:
En plus de (1) I'identifiant du patient (Patient ID), (ii) les numéros d'accés IMGT/CLL-DB
(IMGT/CLL-DB accession number) et (iii) les identifiants des séquences associées au patient
(Sequence ID). Le tableau ‘Analytic tests’ fournit associé¢s a une date, I’'immunophénotype
des cellules B (typique ou atypique) ((iv) Date of immunophenotype et (V)
Immunophenotype), I’isotype des chaines lourdes et des chaines 1égéres des IG exprimées a la
surface des cellules B, ((vi) Date of surface IGH chain expression, (vii) Surface IGH chain
expression, (viii) Date of surface IGL chain expression, (ix) Surface IGL chain expression),
les marqueurs de pronostic CD38 et ZAP70 ((x) Date of surface CD38 expression, (xi)
Surface CD38 expression, (xii) Date of intracellular ZAP70 expression, (xiii) Intracellular
ZAP70 expression), le caryotype ((xiv) Karyotype, (xv) Date of Karyotype), le résultat du
FISH ((xvi) FISH), (xvii) la date associée et (xviii) la classification cytogénétique

(Cytogenetic category).
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IMGT/CLL-DB Search Results

IMGTA-QUIEST
results

Sequence

‘ Disease ‘ ‘ Sample ‘ ‘

lests

Autoimmunity

Othertests

Your query:

Number of resulting sequences: 28

Number of resulting patients: 1 1 Click on Patient |0 for IMGTACLL-DB Patient card

11 items found, displaying all items.

1

N° PatientID ~

1 GR-01-0002

IMGTI/CLL-DB
accession
number

CLLO00O00G29

CLLODOON0B30

2 GR-01-0007

3 GR-01-0030

CLLOD0001035

CLLO00001042
CLLOO0O00G26

CLLODOON0BE0

CLLODO0D1069

4 GR-01-0055

5 R-01-0087
6 GR01-0118
T GR-01-0131

8§  GR-02-0051

9 GR-02-0063

CLLODO0D0BSY
CLLO00O01107
CLLO00O01106
CLLODO001108
CLLODO0D0BET
CLLODOO00720
CLLOO0O01146
CLLODOODD752
CLLDDO0D1182
CLLODO001185
CLLOO0O0OTEE
CLLODO0D1457
CLLODO0D1948

CLLO0OOO1977

CLLO00O01824

10 GR-02-0082

11 GR-02-0254

CLLOO0O01469

CLL000001490
CLLO00001845
CLLO00O01489
CLLOO0O01976

CLLODOOD1664

Sequence ID

GR-01-0002-H1
GR-01-0002-H2
GR-01-0002-K1
GR-01-0007-K1
GR-01-0007-H1
GR-01-0030-H2
GR-01-0030-K1
GR-01-0030-H1

GR-01-0055-K2
GR-01-0055-K1
GR-01-0055-L1
GR-01-0055-H1
GR-01-0087-H1
GR-01-0087-K1
GR-01-0118-H1
GR-01-0118-K1
GR-01-0131-K1
GR-01-0121-H1
GR-02-0051-H1
GR-02-0051-K1

GR-02-0062-K1
GR-02-0062-L1
GR-02-0062-H1
GR-02-0082-H2
GR-02-0082-L1
GR-02-0082-H1
GR-02-0082-K1
GR-02-0254-H1

Date of
immunophenotype

05-06-2002

30-09-2003

18-06-2002

24-03-2004

18-11-2004
19-07-2005
03-10-2002

15-09-2001

18-10-2000

10-04-2003

12-07-2006

Immunophenotype

typical

typical

typical

typical

typical
typical
typical

typical

typical

typical

typical

Date of
surface
IGH chain
expression

05-06-2002

30-09-2003

19-06-2002

24-03-2004

18-11-2004
19-07-2005
03-10-2002

03-10-2001

19-10-2000

10-04-2003

Surface
IGH chain
expression

gamma

mu + delta

mu + delta

mu + delta

mu + delta
mu + delta
mu + delta

mu + delta

mu + delta

mu + delta

Date of
surface
IGL chain
expression

05-06-2002

30-09-2003

19-06-2002

24-03-2004

18-11-2004
19-07-2005
03-10-2002

03-10-2001

18-10-2000

10-04-2003

12-07-2006

Surface
IGL chain
expression

kappa

lambda

kappa

kappa

kappa
kappa
kappa

kappa

lambda

kappa

lambda

Date of
surface
CD38
expression

05-06-2002

30-08-2003

18-06-2002

24-03-2004

18-11-2004
19-07-2005
03-10-2002

02-10-2001

18-10-2000

10-04-2003

Surface
CcD38
expression

i

316

45

w

22

Date of
intracellular

Intracellular
ZAP70

expression

04-10-2005 55

04-10-2005 47

expression

Date of
karyotype

05-06-2002

30-09-2003

24-03-2004

18-11-2004
20-07-2005

03-10-2002

Date
Karyotype of
FISH

A8 500

46300

not determined

46 xy add(17)(p13)

46y
A8ty

46 )00

FISH

normal

del13g

del13g

12+,
del13qg

Cytogenetic
category

1

2

w

Figure 4.10: L’onglet ‘Analytical tests” de la page ‘IMGT/CLL-DB Search Results’ présente, pour chaque entrée, le Patient ID, le numéro d’accés IMGT/CLL-DB, le

Sequence ID, et associés chaque fois a une date, I’immunophenotypage, 1’isotype des chaines lourdes et 1égeres exprimée a la surface des cellules B, valeur de 1’expression de
CD38 et de ZAP70, le caryotype, les résultats de FISH et la catégorie cytogénétique.
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Autoimmunity tests

L'onglet ‘Autoimmunity tests’ (Figure 4.11) présente pour chaque patient 9 types de
résultats: (i) l'identifiant du patient (Patient ID), (ii) le numéro d'acces IMGT/CLL-DB
(IMGT/CLL-DB accession number), (iii) les identifiants des séquences associées au patient
(Sequence ID), (iv) la date associée aux tests (Date of immunity) (v) de Coombs direct et (vi),
Coombs indirect, la recherche d’autoanticorps (vii), anticorps antinucléaires (ANA), (viii)

facteurs rhumatoides (RF) et (ix) un champ libre (Other).
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IMGT/CLL-DB Search Results

IMETr-QUEST
results

Seguence

Disease

tests

Analytical

tests

Your query:

Number of resulting sequences: 28

Number of resulting patients: 1 1 Click on Patient ID for MGT/CLL-DB Patient card

11 items found, displaying all items.

1

Autoimmunity

Other tests

IMGTICLL-DB accession humber

N° PatientlD -~
CLLOO0001035
6 GR01-0002 CLLODDOODG29
CLLO00000B30
CLLOO0000B36
1 SRO10007 = 000001042
CLLOOOOO0BE0
7 GRO1.0030 CLLODOOODB59
CLLO00001069
CLLO00001108
CLLO00001106
4 GROI0055 = qggpppss?
CLLO00001107
CLLOO0000720
& GRO10087 =/ 600001146
CLLO00000752
5 GROTOMS /' oooopt1s2
CLLO00001195
2 GROTO13T =/ 600000766
CLLO00001457
9 GRO20051 [ pooopiods

Sequence ID

GR-01-0002-k1
GR-01-0002-H1
GR-01-0002-Hz

GR-01-0007-H1
GR-01-0007-K1

GR-01-0030-H2
GR-01-0030-H1
GR-01-0030-K1

GR-01-0055-L1

GR-01-0055-K1
GR-01-0055-H1
GR-01-0055-K2

GR-01-0087-H1
GR-01-0087-K1
GR-01-0118-H1
GR-01-0118-K1
GR-01-0131-K1
GR-01-0131-H1
GR-02-0051-H1
GR-02-0051-K1

Date of autoimmunity Coombs direct Coombs indirect

04-08-2003

11-01-2005

negative

negative

negative

negative

ANA RF Other

negative negative asma

negative negative negative

Figure 4.11: L’onglet ‘Autoimmunity tests’ de la page ‘IMGT/CLL-DB Search Results’ présente, pour chaque entrée, le Patient ID, le numéro d’accés IMGT/CLL-DB, le
Sequence ID, la date de la série de tests et les résultats de la série de tests: Coombs direct, Coombs indirect, ANA, RF, Other.
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Other tests

L'onglet ‘Other tests’ (Figure 4.12) présente pour chaque patient 7 types de résultats:
(1) L'identifiant du patient (Patient ID), (ii) les numéros d'acceés IMGT/CLL-DB (IMGT/CLL-
DB accession number), (ii1) les identifiants des séquences associées au patient (Sequence ID)
et les complications infectieuses et les cancers qui peuvent survenir au cours de I’évolution de
la maladie, (iv) la date de diagnostic d'une infection (Date of infection), (v) le nom de
l'infection (infection), (vi) la date de diagnostic d’un cancer (Date of tumors) et (vii) le nom

du cancer (Tumors).
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IMGT/CLL-DB Search Results

Other tests t

IMETA-QLUIEST Senuanca Diseasa Sampla Analytical Autaimmunity
results SEdUBnce — tests tests

Your query:

Number of resulting sequences: 28

Number of resulting patients: 1 1 Click on Patient ID for IMGT/CLL-DE Patient card

11 items found, displaying all items.

1

N® PatientID +~ IMGTICLL-DB accession number Sequence ID Date of infection Infection Date of tumors Tumors
CLLO00001035 GR-01-0002-K1
6 GRO1-0002  CLLODOOODG29 GR-01-0002-H1
CLLO00000630 GR-01-0002-H2
CLLODD000636 GR-01-0007-H1
11 GROL0007 & 5o001042 GR-01-0007-K1
CLLOO0000BE0 GR-01-0030-H2
7 GRO1-0030  CLLODODOOG59 GR-01-0030-H1 14-10-2002 negative  27-02-2008 lung cancer
CLLO00001069 GR-01-0030-K1
CLLO000O1108 GR.01-0055.L1
CLLOO0DOT106 GR-01-0055.K1
4 GROW0085 51 gggpooss? GR-01-0055.H1 I0-0e-1eee HEY
CLLO000O1107 GR.01-0055.K2
CLLO0000O720 GR-01-0087-H1 _
g GR-01-0087 CLLO00D01146 GR-01-0087-K 1 11-01-2005 negative
CLLO0000O752 GR.01-0118.H1
5 GROTOTE = ooooo1182 GR.01-0118.K1
CLLO000O1195 GR-01-0131-K1
2 GROLOIST & og0p007es GR-01-0131-H1
CLLO00001457 GR.02.0051-H1
9 GROZO0ST = popoo1o4s GR.02.0051-K1

Figure 4.12: L’onglet ‘Other tests’ de la page IMGT/CLL-DB Search Results’ présente, pour chaque entrée, le Patient ID, le numéro d’accés IMGT/CLL-DB, le Sequence
ID, la date d’apparition d’une infection, le nom de I’infection, la date de diagnostic d’un cancer, et le nom du cancer (Tumors).
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4.3.3.2 IMGT/CLL-DB Patient card

La sortie ‘IMGT/CLL-DB Patient card’ (Figure 4.13) affiche 1'ensemble des données
d'un patient. Les données sont présentées sous la forme de 6 tableaux regroupant les
informations concernant la ou les séquence(s) (Sequence), la maladie (Disease), 1’échantillon
(Sample), les tests analytiques (Analytical tests), les tests autoimmuns (Autoimmunity tests)
et enfin un dernier tableau qui concerne les complications infectieuses ou cancéreuses (Other

tests).

Sequence

Le tableau 'Sequence' (Figure 4.13) présente pour chaque séquence d’un patient, les
données concernant les séquences associées aux principaux résultats de l'analyse par
IMGT/V-QUEST. Chaque séquence est identifiée par son numéro d'acces IMGT/CLL-DB
(IMGT/CLL-DB accession number), par son identifiant (Sequence ID), par l'identifiant du
laboratoire propriétaire de la séquence (Laboratory ID) et si la séquence est publique, par le
numéro d’accés IMGT/LIGM-DB [244]. Cet identifiant est un lien direct de l'entrée dans la
base IMGT/LIGM-DB [244]. De plus, a chaque séquence est associé a I’identifiant du patient
(Patient ID), le type de tissu (blood, bone marrow...) (Tissu type), le type de cellule (B cell)
(Cell type), le type de molécule gDNA, ou cDNA (Molecule type), la taille de la séquence
(Sequence length), et enfin la séquence en nucléotides (Sequence).
Les principaux résultats de l'analyse par IMGT/V-QUEST sont aux nombre de 12, avec
I'évaluation de la fonctionnalité: ‘productive’ ou ‘unproductive’ (Functionality), le nom du
gene V et allele germline (V-GENE and allele) le plus proche associé au pourcentage
d'identité (V identity %), le nom du geéne D et alléle germline (D-GENE and allele), le cadre
de lecture du D (D reading frame), le nom du géne J et alle¢le germline (J-GENE and allele), la
jonction en AA (JUNCTION AA), le cadre de lecture de la jonction, 'in-frame' ou 'out-of-
frame' (JUNCTION frame), la taille des trois CDR-IMGT, le CRDI1-IMGT (CDRI1-IMGT
length), le CDR2-IMGT (CDR2-IMGT length), le CDR3-IMGT (CDR3-IMGT length) et un
lien vers les résultats complets et détaillés de 'analyse de la séquence par IMGT/V-QUEST
(cf. paragraphe 3.5.2.1 Detailed view).
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IGT/CLL-DB Patient card: GR-01-0103

Sequences | Selectall Clear all

\MGTN—QUEST[ Synthesis view ]Download[ Sequences in FASTA, ]or[ Excal ]

[ | Sequence

IMGTICLL-DB accession number: Sequence ID:

CLLOOOOO0T 36 GR-01-0103-H1
Laboratory ID P2703
IMGTILIGM-DB
Tissue type blood
Cell type B cell
Molecule type cDMA
Functionality productive
V-GENE and allele IGHW1-69709

V identity %

99.31% (236/288nt)

D-GENE and allele by

ctoctcaa

Length: 365

IMGT/JunctionAnalysis ICHD3-22701

D reading frame 2

J-GENE and allele IGHJS* 01

JUNCTION AA CLGYYDSSGYYSLLAWWY
JUNCTION frame in-frame

CDR1-IMGT length 3

CDR2-IMGT length 3

CDR3-IMGT length 15

Ivl'uierGwTN-QUEST Detailed SIS

Sequence:

tcaggtgcagoctggtgcagtectggggectgaggtgaagaagectgggtecteggtgaaggt
ctoctgocaaggecttetggaggeaccttcageagetatactatcagetgggtgocgacagge
coctggacaagggcttgagtggatgggaaggatcatcoctatocttggtatagoaaacta
cgcacagaagttocagggcagagtcacgattacegoggacaaatccacgagecacagocta
catggagctgagcagoctgagatctgaggacacggocgtgtattactgcttggggtacta
tgatagtagtggttattacagtcttttagectggtggggocagggaaccoctgttcacagt

Date of birth 12/02/1938
Gender il

Ethnic origin Caucasoid
Country Greece
Date of diagnosis 24/03/2005
Age at diagnosis 67

Rai Il

Binet B

Family history of CLL

Family history of other B

cell proliferations

Date of clinical evolution 041272007
Clinical evolution stable

Need for treatment

not applicable

Date of first treatment

Response to treatment

not applicable

Date of transformation

Transformation

Date of last follow-up

04/12/2007

Current status

alive

Date of follow-up loss

CLL related death

Date of death

Date of clinical
autoimmunity

Clinical autoimmunity
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Date of collection 24032005

Date of receipt 24/03/2005

Status fresh

Tumor load 75

Anaiticaltests
Date of immunophenotype 24/03/2005
Immunophenotype typical

Date of surface IGH chain expression 24/03/2005

Surface IGH chain expression mu + delta

Date of surface IGL chain expression 24/03/2005

Surface IGL chain expression lambda

Date of surface CD38 expression 24/03f2005

Surface CD38 expression 900

Date of intracellular ZAP70 expression 24/03/2005
Intracellular ZAP70 expression 650

Date of karyotype 24/03/2005
Karyotype AT xy +12

Date of FISH

FISH

Cytogenetic category 3
Autoimmunitytests
Date of autoimmunity 22/03/2005

Coombs direct

Coombs indirect

ANA

RF negative

other asma

Othertests
Date of infection [
Infection

Date of tumors

Tumors

Figure 4.13: IMGT/CLL-DB Patient card. Cette carte affiche I'ensemble des données d'un patient. Les données
sont présentées sous la forme de 6 tableaux regroupant les informations concernant la (ou les) séquence(s)
(Sequence), la maladie (Disease), I’échantillon (Sample), les tests analytiques (Analytical tests), les tests
autoimmuns (Autoimmunity tests) et un dernier tableau qui concerne les complications infectieuses ou
cancéreuses (Other tests).

Disease

Le tableau 'Disease’ (Figure 4.13) présente 24 résultats décrivant le patient, sa maladie
et son évolution.
(1) Le patient est identifi¢ par I'identifiant du patient (Patient ID) et décrit par (ii) la date de
naissance (Date of birth), (ii1) le sexe (Gender), (iv) l'origine ethnique (Ethnic origin), (v) le
pays de résidence (Country), (vi) la date de diagnostic de la maladie (Date of diagnosis), (vii)
I’age du patient au diagnostic (Age at diagnosis), (viii et ix) le stade de la maladie selon les
deux classifications Rai et Binet (Rai, Binet), (x et xi) l'histoire familiale de la LLC (Family
history of CLL) et d’autres syndromes lymphoprolifératifs B (Family history of other B cell
proliferations), (xii et xiii) 1’évolution de la LLC associée a une date (Date of clinical
evolution, Clinical evolution), (xiv) le besoin d'un traitement (Need for treatment), (xv) la

date du premier traitement (Date of first treatment), (xvi) la réponse au traitement (Response
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to treatment), (xvii) la date de complication vers une forme agressive de la maladie (Date of
transformation), (xviii) le type de transformation (Transformation), (xix) la date de la dernicre
consultation du patient (Date of last follow-up), (xx) le statut du patient (Current status), (xxi)
la date de la perte du suivi du patient (Date of follow-up loss), (xxii) le lien ou non du déces
avec la LLC (CLL related death), la date du déces (Date of death), (xxiii) la date d'apparition
de complications autoimmunes (Date of clinical autoimmunity) et (xxiv) le type de

complications autoimmunes (Clinical autoimmunity).

Sample

Le tableau 'Sample' (Figure 4.13) présente 5 types de résultats: (i) l'identifiant de
1'échantillon (Sample ID), (ii) la date du prélevement de 1'échantillon (Date of collection), (iii)
la date de réception de 1'échantillon par le laboratoire (Date of receipt), (iv) le statut physique
(frais, congelé etc.) de 1'échantillon (Status) et enfin (v) le pourcentage de cellules cancéreuses

dans 1'échantillon (Tumor load).

Analytical tests
Le tableau ‘Analytical tests’ (Figure 4.13) présente 15 types de résultats:

Le tableau ‘Analytic tests’ fournit associés a une date, I’immunophénotype des cellules B
(typique ou atypique) ((i) Date of immunophenotype et (ii)) Immunophenotype), 1’isotype des
chaines lourdes et des chaines 1égeres des IG exprimées a la surface des cellules B, ((iii) Date
of surface IGH chain expression, (iv) Surface IGH chain expression, (v) Date of surface IGL
chain expression, (vi) Surface IGL chain expression), les marqueurs de pronostic CD38 et
ZAP70 ((vii) Date of surface CD38 expression, (viii) Surface CD38 expression, (ix) Date of
intracellular ZAP70 expression, (x) Intracellular ZAP70 expression), le caryotype ((xi) Date
of Karyotype, (xii) Karyotype), le résultat du FISH ((xiii1) FISH), (xiv) la date associée et

(xv) la classification cytogénétique (Cytogenetic category).

Autoimmunity tests

Le tableau ‘Autoimmunity tests’ (Figure 4.13) présente pour chaque patient 6 types de
résultats:
Les résultats des tests de signe autoimmun associé a une date (i) Date of autoimmunity, test
de Coombs (i) Coombs direct et (ii1) Coombs indirect, et la recherche d’autoanticorps (iv)
anticorps antinucléaires (ANA) et (v) facteurs rhumatoides (RF) et (vi) un champ libre

(Other).
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Other tests

Le tableau 'Other tests' (Figure 4.13) présente 4 types de résultats:
Les complications infectieuses et les cancers qui peuvent survenir au cours de I’évolution de
la maladie, (i) la date de diagnostic d'une infection (Date of infection), (ii) le nom de
l'infection (infection), (iii) la date de diagnostic d’un cancer (Date of tumors) et (iv) le nom du

cancer (Tumors).

4.3.4 Acces aux résultats détaillés d’IMGT/V-QUEST

A partir des pages de résultat de IMGT/CLL-DB, que ce soit ‘IMGT/CLL-DB Search
results’ ou ‘IMGT/CLL-DB Patient card’, il est possible de visualiser les résultats complets de
IMGT/V-QUEST.

4.3.4.1 IMGT/V-QUEST Detailed view

Le tableau de résultats présenté dans D'onglet ‘IMGT/V-QUEST results’ de
‘IMGT/CLL-DB Search Results’ (Figure 4.6) contient une colonne ‘IMGT/V-QUEST
Detailed view’qui permet pour une séquence donnée de visualiser les résultats de IMGT/V-
QUEST sous le type ‘IMGT/V-QUEST Detailed view’ (cf. Chapitre 3 IMGT/V-QUEST).

La méme option est accessible a partir de ‘IMGT/CLL-DB Patient card’ dans I’avant dernicre

ligne du tableau ‘Sequence’ (Figure 4.13).

4.3.4.2 IMGT/V-QUEST Synthesis view

Les onglets ‘IMGT/V-QUEST Results’ et ‘Sequence’ de ‘IMGT/CLL-DB Search
Results’ contiennent un bouton ‘Synthesis view’, situé au-dessus du tableau de résultat
(Figure 4.6 et Figure 4.7) qui permet de visualiser, pour les séquences sélectionnées, les
résultats de ’analyse ‘IMGT/V-QUEST Synthesis view’ (cf. Chapitre 3 IMGT/V-QUEST).

Cette option permet d’analyser jusqu’a 50 séquences simultanément.

La méme option est accessible a partir de ‘IMGT/CLL-DB Patient card’, le bouton étant situé
en haut de la page de résultat (Figure 4.13).

4.3.5 Teélechargement des données de la base IMGT/CLL-DB

A partir de I’interface IMGT/CLL-DB I'utilisateur peut télécharger les résultats d’une

requéte sous 2 formats différents:
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les séquences en format FASTA dans un fichier texte.

les séquences et les informations associées dans un fichier Excel.

4.3.5.1 Téléechargement des séquences en format FASTA

Deux boutons, présents en haut des pages de résulats permettent d’accéder a cette

fonctionnalité.

le bouton ‘Sequences in FASTA’ permet de télécharger les séquences qui ont été
sélectionnées dans une page de résultat (une page contient au maximun les résultats de
50 séquences). Ce bouton est accessible dans la page ‘IMGT/CLL-DB Patient card’
(Figure 4.13) et dans les onglets ‘IMGTV-QUEST results’ (Figure 4.6), ‘Sequence’
(Figure 4.7) et ‘Disease’ (Figure 4.8) de ‘IMGT/CLL-DB Search Results’.

le bouton ‘FASTA sequences’ permet de télécharger 1’ensemble des séquences
résultant d’une requéte, quelque soit leur nombre, en format FASTA. Ce bouton est
accessible a partir des onglets ‘IMGTV-QUEST results’ (Figure 4.6), ‘Sequence’
(Figure 4.7) et ‘Disease’ (Figure 4.8) de la page ‘IMGT/CLL-DB Search Results’.

4.3.5.2 Telechargement des séquences et des informations associées dans un fichier Excel

L’utilisateur a la possibilité de télécharger les séquences et leurs informations

associées dans un fichier Excel dont la présentation est en tout point identique a celle des

fichiers Excel utilisés pour la sélection des nouvelles données (cf. Chapitre 4.2.1 Sélection des

nouvelles données) avec en plus les résultats de 1’analyse des séquences par IMGT/V-

QUEST.

le bouton ‘Excel’ permet de télécharger les séquences et les données associées qui ont
été sélectionnée ans une page de résultat. Ce bouton est accessible dans la page
‘IMGT/CLL-DB Patient card’ (Figure 4.13) et dans les onglets ‘IMGTV-QUEST
results” (Figure 4.6), ‘Sequence’ (Figure 4.7) et ‘Disease’ (Figure 4.8) de
‘IMGT/CLL-DB Search Results’.

le bouton ‘Excel file’ permet de télécharger I’ensemble des séquences et des données
associées résultant d’une requéte, quelque soit leur nombre. Ce bouton est accessible a
partir des onglets ‘IMGTV-QUEST results’ (Figure 4.6), ‘Sequence’ (Figure 4.7) et
‘Disease’ (Figure 4.8) de la page ‘IMGT/CLL-DB Search Results’.
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Conclusion

La base de données IMGT/CLL-DB associée au programme spécialis¢ IMGT/V-
QUEST forme un systtme d’information cohérent dédi¢ a I’analyse et a la gestion des
récepteurs d’antigénes dans le cadre de pathologies. Ce systéme a été¢ implémenté dans le
cadre d’une collaboration internationale avec des équipes cliniques spécialistes de la LLC. La
mise en oeuvre de ce systeme d’information a constitué¢ la majeure partie de mon travail de
thése. L’organisation de la base de données IMGT/CLL-DB permet de prendre en compte les
différentes informations structurées selon 3 thématiques, (1) les informations concernant les
séquences des IG et leur analyse par IMGT/V-QUEST, (2) les informations concernant la le
patient et la pathologie (évolution, tests, suivi) et (3) les données concernant les échantillons
prélevés sur les patients (date du prélevement, date de réception, type de tissu...). Les
séquences d’IG sont décrites en détail avec I’ensemble des résultats de 1’analyse par IMGT/V-
QUEST, tandis que les données associées aux patients sont regroupées en ‘54’ classes
d’informations qui ont été sélectionnées en accord avec les partenaires du projet.

Afin de maintenir et de gérer les données de la base IMGT/CLL-DB, nous avons implémenté
un programme JAVA semi-automatique qui gére le chargement des nouvelles entrées et des
mises a jour. Le contrdle des données est obtenu par la mise en place d’un systéme d’intégrité
constitué de 3 niveaux de sécurité, (1) un vocabulaire controlé défini pour 28 classes
d’informations, (2) des régles intrinséques a la base de données qui définissent le type et la
taille des informations pouvant étre stockées pour un champ donné, et (3) des programmes
informatiques qui déclenchent des actions de vérification du format des données lors
d’insertions ou de mises a jour.

Le systeme d’information IMGT/CLL-DB a ét¢ finalisé par la mise en place d’une interface
Web développée pour rendre 1’ensemble des données de la base accessible de fagon simple et
conviviale aux seuls partenaires du projet. L’interface offre un systeme d’interrogation avancé
qui permet aux utilisateurs de rechercher les informations selon 39 critéres de recherche
divisés en 8 thématiques. Deux types de sorties ont été¢ implémentés pour afficher les
résultats. Le ‘Patient card’ présente toutes les données concernant un patient, et ‘IMGT/CLL-
DB Search Results’ présente pour de multiples séquences et/ou patients, I'intégralité des
informations regroupées par théme grace a un systéme d’onglet permettant une comparaison
aisée entre les données. L’interface Web offre des outils dynamiques (1) pour récupérer les
séquences sous format FASTA, (2) pour récupérer ’ensemble des données sous format Excel

et (3) pour utiliser ‘IMGT/V-QUEST Synthesis view’ de fagon dynamique.
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Les améliorations récentes et les limites de 1’outil IMGT/V-QUEST nous aménent a
développer de nouveaux projets dans le but de perfectionner le systeme d’information. Dans
un premier temps nous souhaitons intégrer systématiquement I’option de détection
automatique des insertions et des délétions potentielles a I’analyse des séquences d’IG par
IMGT/V-QUEST lors du chargement de nouvelles séquences. Lors d’un second projet nous
souhaitons faire évoluer I’option ‘IMGT/V-QUEST Synthesis view’ pour nous affranchir de
la limite du nombre de séquences visualisées.

Finalement, nous avons développé un prototype d’interface Web pour la réalisation des mises
a jour ponctuelles. Nous souhaitons finaliser cette interface pour que ces mises a jour puissent

étre effectuées directement par les propriétaires des séquences.

Ce systeme d’information résulte d’une volonté des laboratoires impliqués dans le projet de
partager et de fédérer les données issues de la recherche médicale et fondamentale. Les
partenaires du projet (équipes cliniques et équipe IMGT) ont défini les facteurs, les
informations de patients atteints de la LLC et les caractéristiques génétiques des IG a corréler
pour mieux cerner les mécanismes impliqués dans la pathologie. Notamment, il est possible
de comparer les marqueurs de pronostic tels que le CD38 ou le ZAP70, au taux de mutations
des chaines lourdes des IG. Nous avons été¢ conduit a standardiser les valeurs associées a
chaque information avec la mise en place d’un vocabulaire controlé.

Ce systéme d’information pourra facilement étre adapté a d’autres pathologies ou a la gestion
de récepteurs d’antigénes (IG et TR) répondant & une méme spécificité (reconnaissance de

méme antigene) avec une modification minimale du mod¢le de base.
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DISCUSSION ET CONCLUSION

IMGT® est le systeme d’information international en ImMunoGénétique®, spécialisé
dans la gestion des séquences et des structures 3D des IG, TR et MCH des vertébrés. Ces
protéines assurent la reconnaissance antigénique et la spécificité du systeme immunitaire
adaptatif. Compte tenu de la nécessité d’avoir des structures spécialisées dans la gestion des
données biologiques et des standards de haute qualité utilisés dans la recherche aussi bien
fondamentale que médicale, nous avons développé en partenariat avec des laboratoires
cliniques au sein de IMGT®, un systéme d’information dédi¢ a I’analyse et a la gestion des
récepteurs d’antigénes en relation avec des pathologies du systéme immunitaire: constitué¢ de
I’outil IMGT/V-QUEST [236] spécialis¢ dans I’analyse des séquences réarrangées des
récepteurs d’antigénes et de la base de donnée IMGT/CLL-DB en prenant I’exemple de la
LLC. Cette approche s’avere original car c’est a notre connaissance le premier systéme
d’information dont la donnée principale est la séquence a laquelle sont rattachés des

informations cliniques de patients.

La premiere partie du travail réalisée au cours de cette these a porté sur la réécriture du
programme cceur de ’outil IMGT/V-QUEST. Nous avons d’une part réorganisé,
homogénéisé et standardisé le programme dans le but de faciliter 1’intégration de 1’outil dans
de nouvelles applications. Des améliorations significatives des performances de 1’outil nous
permettent d’analyser les séquences par lots, la limite étant actuellement de 50 séquences pour
une analyse standard, sans recherche des insertions et délétions, et de 10 séquences dans le
cas ou I’option de recherche des insertions et délétions a été sélectionnée.

D’autre part, nous avons apporté de nombreux perfectionnements significatifs en incorporant

de nouvelles fonctionnalités, améliorant la précision de la description des séquences

réarrangées des utilisateurs. L’outil a maintenant la capacité d’évaluer systématiquement le

taux de mutations dans la V-REGION des chaines lourdes des IG (pourcentage d’identité

entre la V-REGION de la séquence utilisateur et la V-REGION du gene germline le plus

proche) considéré comme le marqueur pronostic le plus pertinent actuellement pour la LLC.

Les mutations présentes dans les V-REGION sont localisées et caractérisées comme étant

silencieuses ou non silencieuses et comme des transitions ou des transversions. Les

mutations provoquant des changements d’acides aminés dans la protéine sont qualifiées en

accord avec les classes AA d’IMGT [241] basées sur I’hydropathie, le volume et les
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propriétés physicochimiques des AA. L’outil identifie également la position des nucléotides
préférentiellement mutés (décrit dans la littérature) que 1’on appelle les positions hot spot
dans le gene et allele V germline le plus proche de la séquence utilisateur. Une option permet
de localiser les insertions et/ou délétions potentielles qui peuvent survenir dans la V-
REGION des séquences réarrangées lors de la synthése des IG aussi bien dans les cellules
normales que dans les cellules malignes [242]. Une évaluation de la fonctionnalité¢ de la
séquence utilisateur est proposée comme étant ‘productive’ ou ‘unproductive’. Enfin, il en
résulte une annotation compléte des V-J et V-D-J-REGION. Parall¢lement, nous avons fait
évolué I’interface Web utilisateur dans le but d’offrir un outil hautement paramétrable

répondant aux besoins des utilisateurs.

Dans la seconde partie de ma thése et ce grace aux améliorations apportées a 1’outil IMGT/V-
QUEST, nous avons développé dans le cadre d’une collaboration avec des laboratoires de
recherche clinique, un systéme d’information dédi¢ a 1’analyse et a la gestion des séquences
réarrangées des IG de patients atteints de la LLC. La base de données IMGT/CLL-DB est
conforme aux régles et au vocabulaire de IMGT-ONTOLOGY, ce qui lui confére un haut
niveau de standardisation, s’étendant a la description de tous les récepteurs d’antigénes. Cette
standardisation apparait comme un ¢lément crucial en bioinformatique depuis 1I’avénement de
techniques expérimentales produisant des quantités importantes de données génomiques.
L’architecture de IMGT/CLL-DB, associ¢e au programme IMGT/V-QUEST répond a ces
principes. L’annotation automatique de IMGT/V-QUEST apporte également 1’avantage de
contribuer a la cohérence des données dans la base de données. IMGT/CLL-DB a été congue
dans le cadre d’une collaboration avec des équipes cliniques, nous offrant la possibilité¢ d’un
premier  développement collaboratif et intégratif des domaines médicaux,
immunoinformatiques, et immunogénétiques. Les données de séquences correspondent a
I’annotation détaillée et précise de la s€équence réarrangée par I’analyse de IMGT/V-QUEST.
Les données médicales relatives aux patients et leur pathologie gérées dans la base ont été
déterminées par les partenaires du projet. Toutes les informations ont été, dans la mesure du
possible, standardisées par la mise en place d’un vocabulaire controlé. Le systéme
d’information permet de corréler les données médicales relatives aux patients avec les
données génétiques des séquences d’IG, pour une meilleure caractérisation des mécanismes
moléculaires impliqués dans la pathologie.

Le systeme d’information, appliqué a la LLC, est un premier modele proposé pour

I’organisation, et la création d’un systeme d’information destiné a intégrer et a fédérer des
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données issues de la recherche fondamentale et la recherche clinique. L’architecture du
systéme d'information mise en ceuvre au sein d’IMGT®, devrait pouvoir s’appliquer avec
succes a d'autres pathologies du systéme immunitaire (maladies autoimmunes, SIDA...).
J’espere que les travaux effectués durant cette thése pourront servir a leur développement et
apporteront une aide non négligeable aux travaux de recherche des équipes cliniques

partenaires du projet.
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Annexe 1. Alphabet dégénére de I’ADN selon le code IUPAC-1UB

Lorsque nous parlons de comparaison de séquences, nous devons envisager le fait qu'a
une position donnée, il existe des incertitudes sur la détermination de la base. On peut par
exemple vouloir autoriser a une position soit une adénine soit une guanine : on dit alors qu'a
cette position, on est en présence d'une base dégénérée.

Nous avons utilis¢é comme notation pour les bases dégénérées, le code [UPAC-IUB, résumé

dans la figure suivante :

Code Base
A
C
G
T

AouG

<~ 2 42 a a »

CouT

w2

GouC

AouT

GouT

AouC

CouGouT

AouGouT

AouCouT

AouCouG

Z < T U W Z R =

N'importe qu'elle base

gap

Origine du choix de la lettre
Adenine

Cytosine

Guanine

Thymine

puRine

pYrimidine

Intéraction forte (3 ponts H) Strong
Intéraction faible (2 ponts H) Weak
Keto

aMino

Pas de A

Pas de C

Pas de G

Pasde T

aNy

Ce tableau se lit ainsi: un R correspond a une adénine ou a une guanine.
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Annexe 2. Matrice de substitution utilisée pour les alignements sans
insertions et delétions

Matrice de Substitution, utilisée pour le calcul du score d’alignement par IMGT/V-
QUEST. Elle prend en compte le code dégénéré de I’ADN. Pour une substitution d’un
nucléotide par un méme nucléotide la valeur est de 0 (ex : A en A), pour une substitution d’un
nucléotide par un autre nucléotide la valeur est de 2 (ex: T en C ou W en S), et pour une
substitution d’un nucléotide dégénéré par un nucléotide dégénéré pouvant définir le méme
nucléotide la valeur est de 1 (ex : R en S).
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Annexe 3. Matrice de substitution utilisée pour les alignements

Smith et Waterman

Matrice utilisée fréquemment dans 1’algorithme Smith & Waterman dans biojava.

Matrice NUC.4.4 ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/blast/matrices/NUC.4.4

AlTlclclslw|lrlvylk|[m]IBlVv] H]IDIN

-4

-4

-4
-4

4 -4 -4
-4 -4

5
4

-1
-1
-4

-1
-4
-1

-4
-1
-1

-1
-1

-4

-2
-2

4 -4

-4

-4 -4

-4

2 -4 -1 -3

-2

-4

-4

-1
-1

4 -1
1 -4

-1
-1

-3
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Annexe 4. Valeurs du seuil et de I’overlap utilisées pour
I’alignement global utilisé par IMGT/V-QUEST

Valeurs des seuils utilisées par IMGT/V-QUEST lors de différentes étapes
d’alignement par IMGT/V-QUEST. Une valeur seuil correspond au score d’alignement
minimal pour que celui-ci soit considéré comme significatif.

Valeurs des overlaps utilisées lors des différentes étapes d’alignement par IMGT/V-
QUEST. La valeur d’un overlap définit la longueur minimale de I’alignement pour qu’il soit
considéré, en fonction de la longueur de la plus petite des deux séquences a aligner. Par
exemple un overlap de 1/3 correspond a une longueur minimale égale a au moins 1/3 de la
longueur de la plus petite des deux séquences a aligner.

Etape d’alignement seuil overlap
Identification du type de chaine 100 1/2
Identification et description de la V-REGION 600 1/3
Identification et description de la J-REGION 600 1/4
Identification et description de la D-REGION 500 1/2
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Annexe 5. Séquences d’IG utilisées pour la mise en place de la
recherche des insertions/délétions par IMGT/V-QUEST

Séquences d’IG humaine, de patient atteint de LLC. Elle proviennent du consortium
ERIC (http://www.ericll.org/igcllWorkshop/problematic.txt) et sont caractérisées par la
présence d’insertions et/ou de délétions.

Swe-336-11

IG

Humain

cctctggattcaccttcagttactactatatgagcggggtcecge
caggctcccgggaaggggctggaatgggtaggtttcattagaaa
caaagctaatggtgggacaacagaatagaccacgtctgtgaaag
gcagattcacaatctcaagagatgattccaaaagcatcacctat
ctgcaaatgaagagcctgaaaaccgaggacacggccgtgtatta
ctgttccagaggctggcgggacgatttttggatagaactggttce
gacccctgg

Swe-505-11

IG

Humain

cctctggattcaccttcacttactagtacatgagecggggteccge
caggctcccgggaaggggctggaatgggtacatttcattagaaa
caaagctagtggtgggacaatagaatagaccacgtctgtgacag
gcagattcacaatctcaagagatgattccaaaagcatcagctat
ctgcaaatgaagagcctgaaaagcgacgacacggceccgtgtgtte
ttgttccagagaccaccaacacgatttttggagtggtattacgc
aacggacgtctgg

N2205

IG

Humain

aggtgcagctgttggagtctgggggaggcttggtacagecctggg
gggtccctgagactctcecctgtgcagectectggattcacctttag
cagctatgccatgagctgggtccgccaggctccagggaaggggc
tggagtgggtctcagctattagtggtagtggtggtagcacatac
tacgcagactccgtgaagggccggttcaccatctccagagacaa
ttccaagaacacgctgtatctgcaaatgaacagcctgagagececyg
aggacacggccgtatattactgtgcgaaagcttacacggtgact
accgtactttgactactggggccagggaaccctggtcaccgtcect
cctca

N950HB

IG

Humain

caggtgcagctgcaggagtcgggcccaggactggtgaagectte
ggagaccctgtccecctcacctgcactgtectectggtggeteccatca
gtagttactactggagctggatccggcagcccccagggaaggga
ctggagtggattgggtatatctattacagtgggagcaccaacta
caacccctceccecctcaagagtcgagtcaccatatcagtagacacgt
ccaagaaccagttctccctgaagctgagectectgtgaccgectgtyg
gacacggccgtgtattactgtgcgagattaccccaactacgtat
tactatgatagtagtggttaattgcagacgaagttgactactgg
ggccagggaaccctggtcaccgtctectea

P130

IG

Humain

caggtgcagctggtggagtctgggggaggcegtggtceccagectygyg
gaggtccctgagactctecctgtgtagegtctggattcaccttceca
gttgttatggcatacactgggtccgccaggctccaggcaagggg
ctggagtgggtgacagttatatggtatgatggaagtaataaatg
ctatgcagactccgtgaagggccgattcacaatctccacagaca
attccaagaacacgctggatctgcaaatgaacagcttgagagcec
gaggacacgactgtgtattagtgtgcgagagggagtcgattact
atgatagtagtcggaccttagacttttgatatctggggccaagg
taccctggtcac

Swe-308-1

IG

Humain

ttctggaggcaccttcagcagctatgctatcagectgggtgecgac
aggcccctggacaagggcttgagtggatgggagggatcatceccect
atctttggtacagcaaactacgcacagaagttccagggcagagt
cacgattaccgcggacgaatccacgagcacagcctacatggagce
tgagcagcctgagatctgaggacacggccgtgtattactgtgeg
atttcccecctectcagecttagcagtggetggeccecctttactacta
ctacggtatggacgtctgg
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Swe-251-11

IG

Humain

gcctctggattcaccttcagtagctacgacatgcactgggtccg
ccaagctacaggaaaaggtctggagtgggtctcagctattggta
ctgctggtgacccatactatccaggctccgtgaagggeccgatte
accatctccagagaaaatgccaagaactccttgtatcttcaaat
gaacagcctgagagccggggacacggctgtgtattactgtgcaa
gataataagtgggctggtcgctaccecgtcecggctactggggccag
ggaacc

Swe-110-1

IG

Humain

cctctcaattcaccctcagtaggtctagaatgagttgggtceccge
caggctccagggaaggggctggaatgggtctcatctattactag
tagtagtaattacatatactacgcagactcaatgaagggccgac
tcaccatctccagagacaacgccaagaactcactgtatctgcaa
atgaacagcctgagagccgaggacacggctgtgtattactgatce
gaggaatcccggttcgtataactggaactacggctaatacaggt
atacttatttatcgtactatgacactatggacgtctgg

FRAI2

IG

Humain

cttcgaagaccctgtccecctcacctgcactgtctectggtggececcece
atcaatagttactcctggagttggatccggcagccecccagggaa
ggggctggagtggattgggaatatctattacagtgggaacacca
actattacagtgggaacaccaactacaacccttccctcaagagt
cgagtcaccatatcagtagacacgtccaagaaccagttctccecct
gaggctgagctctgtgaccgccgcggacacggccatttattact
gtgcgagagacgcatactgtagtggtggtacctgctttgactgg
tacttcgatgtctggggccgtggcaccctggtcaccgtectecte
ac

GREI1

IG

Humain

actgttgaagccttcggagaccctgtcececctcacctgegetgtet
atggtgagtccttcaatggttactattggagctggatccgceccag
cccccecagcettectggaaaggggctggagtggattggggaaatcga
tcatagtggaagcaccaactacaacccgtccctcaagagtecgag
tgaccatttcggtagacacgtcgaagaatcagttctccctgaag
gtgagctccgtgaccgeccgcagacacgggtgtatattactgtge
gagtggatcaacgccgactacgcgaaggtattactattacggta
tggacgtctggggccaaggtaccctggtcaca

P781H

IG

Humain

tgcaggactgttgaagccttcggagaccctgteccctcacctgeg
ctgtctatggtgagaccttcagtggttactactggacttggatc
cgccagtccccagggaaggggctggaatggattggggaagtcaa
taacagtggggaagtcaataacagtggaaccaccaactacaacc
cgtccctcaagagtcgagtcaccatatcagtagacacgtcgaag
aatcagttctccctgaggctgacctectgtgaccgecgecggacac
ggctgtgtattactgtgcgggacgtttctattgttatggtggga
actgtaataatgccaattactactactactatggtatggacgtc
tggggccaaggtaccctggtcacaa

ITAIl

IG

Humain

gaaatacaactggtggagtctgggggaggcttggtccagccggg
ggggtccctgagactctcecectgtgcagtctctggattcaccgtec
gtgacaacgatttcagctgggtccgccagtctcctgggaagggc
ctggagtgggtctctattatttataaggacactggtgccacata
ctacactgactccgtcaggggcagattcaccatctccagagaca
attccaagaacacgctgtatcttcaaatgaacagtctgcgagtce
gacgacacggctgtctatttctgtgcgagaactaggagagcagg
agttttccacggctttgactactggggccagggageccctggtec
ccgtctecctcagggagtgcatcecgecccaaccecttttececcececte
gtctcctgtgagaattccececgtcggatacgagcagegtggcecgt
tggctgcctcgcacaggacttcecttceccgacteccatcacttt

P534

IG

Humain

actgttgaagccttcggagaccctgtececctcagttgegeggtet
atggtgggtcttttagtgattcatactggacctggatccgccag
cccccagggaaggggctggagtggattggggaaattagtcatag
tggaaacaccaactacaattacgacccgtccctcaagagtcgag
tcaccatatcagtagacgcgtccaagaatcagttctcecctgaaa
ctgagctctgtgaccgccgcggacacggccgtectattactgtge
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gagcgttaaagactacggtgagccgtctgacttctggggccagg
gcaccctggtcaccgte

gaggtgcagctggtggagtctgggggaggcctggtcaagectgyg
ggggtccctgagactctcecectgtgcagectctggattcaccttcea
gtagctatagcttgaattgggtccgccaggctccagggaagggg
ctggagtgggtctcatccattagtagtagtcgttacatatacta
ctcagactcagtgaagggccgattcactatctccagagacaacg
. ccaagaactcactgtatctgcaaatgaacagcctgagagccgag
ITADEL2V | IG | Humain gacgcggctgtgtattactgtgecgagagatgectaacggtatgga
cgtctggggccaagggaccacggtcaccgtctcctcagggagtyg
catccgccccaacccettttececectegtectectgtgagaattece
ccgtcggatacgagcagecgtggececgttggctgectecgcacagga
cttccttecccgactet

tcctgtgcagectcectggattcaccttcagtagectatagcatgaa
ctgggtccgccaggectccagggaaggggctggagtgggtttcat
acattagtagtagtaataccacatactacgcagactctgtgaag
. ggccgattcaccatctccagagacaatgccaagaactcactgta
FRA-D3 IG | Humain tctgcaaatgaacaccctgagagccgaggacacggctgtgtatt
actgtgcgagagtagagggttcggggagttattttgactactgg
ggccagggaaccctggtcaccgtctcecctcaggtaaga

ctggggggtccctgagactctcctgtgcagectectggattcaac
ttcagtacctatagcatgaactgggtccgccaggctccagggaa
gogggctggagtgggtctcatccattactagtagtagttacatat
. gctacgcagactcagtgaagggccgattcaccatctccagagac
FRA-D2 IG | Humain aacgccaagaactcactgtatctgcaaatgaacagcecctgagage
cgaggacacggctgtatattactgtgcgagagatcttaacggca
tggacgtctggggccaagggaccacggtcaccgtctcecctceca

tgcagctggtggagtctgggggaggcttggteccagecggggggyg
tccectgagactcectectgtgcagectctggattcacctttagtaa
gtcttgcatgaggtgggtccgccaggctccagggaaggggcttg
P323H . agtgggtggccaagaactcactgtatctacaaatgaacagectyg
1G Humain agagccgaggacacggctgtgtcttgectgtgcgagagatcgggg
tttgtataacagtggctgtcgacgcttttcatatatggggccaa
gggacaatggtcaccgtctcttca

gaggtgcaacttgtggagtctgggggaggcttggtccatcctgg
ggggtcacagacactctcctgtgcagtctctggattectecttta
atatcgattggatcatctgggtccgccaggctccagggaagggg
ctggagtgggtggtcaacctataccaacatggatctgagaaata
. ctatgtggactctgtgaagggccgattcaccatctccagagaca
AJ413992 IG | Humain acgccaataactcactgtatctgcaaatcaacacactgagagcc
gagtacacggccgtgtatgacagtgcgagagatctcacgatttt
tgggagtggttaccttgactactggggccagggaaccctggtca
ccgtcectectce

caggtgcagctggtggagtctgggggaggcgtggtccagectgg
gaggtccctgagactctecctgtgcagectectggattcacctteca
gtaggtatgctatgcactgggtccgccaggctccaggcaagggg
ctggagtgggtggcagttatatcatatgatggaagcaataaata
. ctacgcagactccgtgaagggccgattcagcatctccagagaca
AJ239361 IG | Humain ataccaagaacacgctgtatctgcaaatgaacagcctgagaget
gaggacacggctgtatattactgtgtgagacccggggggtatag
caacaactgcccaaagagtcgactagtggggccaggcaccctgg
tcaccgtctceccteca

cagctggtgcagtctgggggaggcttggtccagectggggggtce
AJ239389 G Humain cctgagactctcctgtgcagecctectggattcacctttagtaate

attggatgagctgggtccggcaggctccagggaaggggctggag
tgggtggccaacataaaccaagatggaagtgagaaacattttct
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ggactctgtgaagggccgactcagcatctccagagacaatggca
agaagtcactgtatttgcaaatgaacagcctgagagtcgaggac
acggctgtgtattactgtgcgagagtagccgataaaggatattg
tagaggtgctagctgctatggtcgatcgggtgcatttgatatct
gtggccaagggacaaaggtcaccgtctcttca

EB1

IG

Humain

gagatgcagctggtggagtctgggggaggcttggcaaagcctgce
gtggtccccgagactcectcecctgtgcagectcectcaattcaccttea
gtagctactacatgaactgtgtccgccaggctccagggaatggg
ctggagttggtttgacaagttaatcctaatgggggtagcacata
cctcatagactccggtaaggaccgattcaatacctccagagata
acgccaagaacacacttcatctgcaaatgaacagcctgaaaacc
gaggacacggccctcttttactgtaccagecctctaggggcccect
tacgatttctggagatttgacattcgacccctggggccagggaa
ccctggtcaccgtetecte

Swe-360-11

IG

Humain

cctctggtttcaccttcagtgactactacatgaattgagtccge
caggctcccgggaaggggctggagtgggtacgttttactagaag
taaagctaacggtgggacaacagaatagaccacgtctgtgaaag
gcagattcacaatctcaagagatcattccaaaagcatcatctat
ctgcaaataaacagcctgagagccgaggacacggctgtgtatta
ctatgccagccgacccaaggaaatagttgtggtagectgctatte
caggaactggttcgacccctgg

Swe-350-11

IG

Humain

ttccagatacaccttcaccaaatactttacacagtgggtgcgac
agggccctggacaagggcatagtggttgggatgcatcaacccett
acaatgataatacacactacgcacagaagttccggggcagagtc
accattaccagtgacaggtccgtgagcacagcctacatggagcet
gagcagcctgagatctgaagacatggtcgtgtattcctgtgtga
gaggggaggcagcccaggaaactacggtatggacgtctgg

P103H

IG

Humain

aggtgcagctggtggagtctgggggaggcatggtacaccecgggyg
gggtccctgagactatcctgtgcagtctttggatttacctttaa
tagatgtggcatgaattgggtccgccaggctccagggaaggggc
tggagtgggtctcgtagcacaaaaggagacttcgggaagggcca
gttcaccatctccagagacaattccaagaacaccctgtatttgce
aaacaaacagcctaagaggcgaggactcggccgtctattaatat
gcgaaagagtccttggatgttataaggtcgttataaatgaataa
tggggccagggaaccctggtcacccecgtcectcece

FD

IG

Humain

taggtgcagctggtggagtctgggggaggcctggtcaggectgg
ggggtccctgagactctecttgtgcagectecttgattcaccttga
atgaatgtgacatgaagtgggtccgccaggccccagggaagggg
ctggagtgggtctcattcattacttatagtgccacttacataga
ctatgcagattcagtgaagggccgattcaaggacccactctgte
tgcatgtccaagaagggccgatagaaggacccactctgtectgea
tgtccaagaataagtgtatctacaaatgaatagcctgagagtcg
aggacacggctatgtttcactgtgggaaaatcgcctaggatagt
atactaattccaattgaccgtcgccecggcaggttecgaccecctgg
ggccagtgaaccctggtcaccgtctecctcagggagtyg

N3881HB

IG

Humain

caggtccagctggtgcagtcttgggctgaggtgaggaagtctgg
ggcctcagtgaaagtctcctgaagtttttctgggttcaccatca
ccagctacggtatgcattgggtgcaacagtccecctggacaaggg
cttgagtggatgggatggatcaaccctggcaatggtagcccaag
ctatgccaagaagtttcagggcagattcaccatgaccaggcaca
tgtccacaaccacatcctacacagacctgagcagcctgacatcet
gaggacatggctgtgtattaatatgtaagacgtcggactatcac
gatattttgactggttgccggcggaggactactggggccaggga
accctggtcaccgtctcectcaa
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Annexe 6. Classes des Acides aminés IMGT

Cette table montre les 3 classes ‘d’hydropathie’ (hydrophobe, neutre, hydrophile), les
5 classes de 'volume' en A ([60-90], [108-117], [138-154], [162-174], [189-228]) et les 7

classes de ‘caractéristiques physicochimiques’ (aliphatique, sulfidique, hydroxyle, acide,

Aminique, basique, F, W, Y, G, P), définies par IMGT®.

‘Volume’ classes ‘Hydropathy’ classes
In A3 Hydrophobic Neutral Hydrophilic
Very large | 189-228 F w Y
Large 162-174 I L M K R
Medium 138-154 \ E Q
Small 108-117 C T D N
Very small 60-90 A G S
=
5 % Q o
Aliphatic | £ = Basic 2 -g
n > < <
I
\ I |
Uncharged Charged Uncharged
[ |
Nonpolar Polar

L’abréviation des acides aminés : A (Ala) alanine, C (Cys) cystéine, D (Asp) aspartic acid, E
(Glu) glutamic acid, F (Phe) phenylalanine, G (Gly) glycine, H (His) histine, 1 (Ileu)

isoleucine, K (Lys) lysine, L (Leu) leucine, M (Met) méthionine, N (Asn) asparagine, P (Pro)

proline, Q (GIn) glutamine, R (Arg) arginine, S (Ser) sérine, T (Thr) thréonine, V (Val)

valine, W (Trp) tryptophan, Y (Tyr) tyrosine.
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Annexe 7. Vocabulaire Controlé défini pour la base de données

IMGT/CLL-DB

Intitulé Valeur

Gender M;F

Ethnic origin American indian; Australian aboriginal; Black ; Caucasoid;
Hispanic; Mixed; Oriental; Pacific islander; Other

Country Greece; Italy; Spain; USA; France; Macedonia; Armenia;
Albania; Other

Current status Alive; Lost to follow-up; dead; Unknown

CLL related death Yes; No; Unknown

Rai L IL 10, IV

Binet A;B; C

Family history of CLL Yes; No; Unknown

Family history of other B cell Yes; No; Unknown

proliferations

Need for treatment

Response to treatment
Coombs direct

Coombs indirect

ANA

RF

Sample status

Tissue type

Cell type

Molecule type
Immunophenotype

Surface IGH chain expression
Surface IGL chain expression
FISH

Transformation
Clinical evolution
Clinical autoimmunity

Infection

Tumors

Yes; No; Unknown; Not applicable

Yes; No; Unknown; Not applicable

Positive; Negative; Not applicable

Positive; Negative; Not applicable

Positive; Negative; Not applicable

Positive; Negative; Not applicable

fresh; frozen; cryopreserved; paraffin-embedded; other
blood; bone marrow, other

Bcell; Other

cDNA; gDNA

Typical; Atypical;

mu-tdelta; mu; delta; gamma; alpha ; not applicable

kappa; Lambda; Kappa+Lambda; not applicable

Delllq; 12+; dell3q; dell7p; normal;, complxex;
del13qg+dell3q; del13gq+dell1; 12+dell3q; del13qg+dell7p
RICHTER; PLL; Other; No; Unknown

Progressive; Stable; Regression; Unknown

Anemia; Thrombocytopenia; Other; No; Unknown; PAGET;
AHA; Hashimoto; AIHA; Graves; Hyperthropemphigoid;
Atopic dermatitis; Hypothyroidism

Hepatitis C; HIV; HIV, Other; Hepatitis C, HIV; hepatitis C,
Other; No; HBV; HCV; Tuberculosis; Unknown; Negative
Breast cancer; Breast cancer, Other; Other; No; Unknown,;
Intestinal cancer; gastric cancer; Thyroid cancer; Larynx
cancer; Malnoma; Prostate cancer; Skin cancer
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Annexe 8. Liste des partenaires du projet IMGT/CLL-DB

Kostas Stamatopoulos
Département d’hématologie et unit¢ HCT, G. hopital Papanicolaou, Thessalonique, Grece.

Chrysoula Belessi
Département d’hématologie, hopital général Nikea, Piraeus, Grece.

Frédéric Davi
Département d’hématologie, Hopital Pitié-Salpétriere et Université Pierre et Marie Curie,
Paris, France.

Nicholas Chiorazzi

The Feinsteins Institute for medical Research, North Shore — L1J Health System, Manhasset,
NY ; département de médecine, Hopital universitaire de North Shore, Manhasset, NT, et
département de biologie cellulaire et médecine, Albert Einstein School of Medecine, Bronx,
NY, USA.

Paolo Ghia
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ABSTRACT

IMGT/V-QUEST is the highly customized and inte-
grated system for the standardized analysis of the
immunoglobulin (IG) and T cell receptor (TR) rear-
ranged nucleotide sequences. IMGT/V-QUEST iden-
tifies the variable (V), diversity (D) and joining (J)
genes and alleles by alignment with the germline IG
and TR gene and allele sequences of the IMGT
reference directory. New functionalities were added
through a complete rewrite in Java. IMGT/V-QUEST
analyses batches of sequences (up to 50) in a single
run. IMGT/V-QUEST describes the V-REGION muta-
tions and identifies the hot spot positions in the
closest germline V gene. IMGT/V-QUEST can detect
insertions and deletions in the submitted sequences
by reference to the IMGT unique numbering. IMGT/
V-QUEST integrates IMGT/JunctionAnalysis for a
detailed analysis of the V-J and V-D-J junctions, and
IMGT/Automat for a full V-J- and V-D-J-REGION
annotation. IMGT/V-QUEST displays, in ‘Detailed
view’, the results and alignments for each submitted
sequence individually and, in ‘Synthesis view’, the
alignments of the sequences that, in a given run,
express the same V gene and allele. The ‘Advanced
parameters’ allow to modify default parameters
used by IMGT/V-QUEST and IMGT/Junction
Analysis according to the users’ interest. IMGT/
V-QUEST is freely available for academic research
at http://imgt.cines.fr

INTRODUCTION

IMGT®, the international ImnMunoGeneTics information
system® (http://imgt.cines.fr) (1), is the international
reference in immunogenetics and immunoinformatics.
Created in 1989 at the Laboratoire d’ImmunoGénétique

Moléculaire (LIGM) (Universit¢ Montpellier 2 and
CNRS), IMGT® provides a high quality integrated
knowledge resource, specialized in the immunoglobulins
(IG) or antibodies, T cell receptors (TR), major histo-
compatibility complex (MHC) of human and other
vertebrates and related proteins of the immune system
(RPIT), which belong to the immunoglobulin superfamily
(IgSF) and to the MHC superfamily (MhcSF). IMGT®
includes databases, web resources and interactive tools.
The accuracy and the consistency of the IMGT® data are
based on IMGT-ONTOLOGY, the first ontology for
immunogenetics and immunoinformatics (2,3). IMGT/V-
QUEST, for ‘V-QUEry and STandardization’, is the first
integrated IMGT® tool which has been online since 1997
(4). IMGT/V-QUEST analyses the IG and TR rearranged
nucleotide sequences that result from the very complex
mechanisms at the origin of antigen receptor diversity
(10" antibodies and 10'* TR per individual) and which
include the rearrangements of the variable (V), diversity
(D) and joining (J) genes, the N-diversity mechanism and,
for IG, the somatic mutations [for review see (5,0)].
IMGT/V-QUEST identifies the V, D and J genes and
alleles in rearranged V-J and V-D-J sequences by
alignment with the germline IG and TR gene and allele
sequences of the IMGT reference directory. It delimits the
framework regions (FR-IMGT) and complementarity
determining regions (CDR-IMGT) and provides a
detailed and accurate characterization of the submitted
sequences according to the IMGT Scientific chart rules,
based on the IMGT-ONTOLOGY axioms and concepts
of description, classification and numerotation (2,3). New
functionalities were added to IMGT/V-QUEST through a
complete rewrite in Java. Thus, IMGT/V-QUEST ana-
lyses batches of sequences (up to 50) in a single run. The
analysis has been upgraded with the description of
V-REGION mutations, with the identification of the hot
spots positions in the closest germline V gene, and with the
detection and accurate description of insertions and
deletions in the submitted sequences by reference to the
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IMGT unique numbering (7). IMGT/V-QUEST inte-
grates IMGT/JunctionAnalysis (8) for a detailed analysis
of the V-J and V-D-J junctions, and IMGT/Automat (9)
for a full annotation of the V-J- and V-D-J-REGION. The
interface has been customized to fit the users’ needs: in
addition to the standard ‘Detailed view’ which displays the
results and alignments for each submitted sequence
individually, a new results display ‘Synthesis view’ has
been implemented to provide, for a given run, the align-
ments of the sequences that express the same V gene
and allele and, per locus, the results of IMGT)/
JunctionAnalysis. The ‘Advanced parameters’ allow to
modify default parameters used by IMGT/V-QUEST and
IMGT/JunctionAnalysis algorithms, according to the
users’ interest. IMGT/V-QUEST is currently available
for human and mouse rearranged sequences, and partly
for 31 other species (nonhuman primates, rat, sheep,
teleostei and chondrichthyes). IMGT/V-QUEST is freely
available for academic research from the IMGT® Home
page (http://imgt.cines.fT).

ALGORITHM AND IMPLEMENTATION

IMGT/V-QUEST was totally rewritten in Java language
in order to fully unify the implementation of the different
components. The identification of the closest V, D and J
genes and alleles of a given receptor type (IG or TR) and
of a given species is based on the same principles as
previously described (4). IMGT/V-QUEST algorithm was
developed using pairwise alignment and sequence com-
parison of experimental data, expertly annotated and
standardized by IMGT® (10). Briefly, the identification of
the closest V, D and J genes and alleles is based on global
pairwise alignment (two for the V), without insertions nor
deletions, of the user sequence with different subsets of the
IMGT reference directory, followed by a similarity
evaluation. This last step is preceded, for the V region,
by the insertion of gaps according to the IMGT unique
numbering (7).

The complete rewrite in Java has optimized the
processing time and allowed the development and
integration of new functionalities which improve the
analysis accuracy with score, evaluation, warnings, etc.
IMGT/V-QUEST can analyze batches of sequences
(up to 50) in a single run. A new option allows to search
for potential insertions and deletions in the user sequence.
This search follows the identification of the closest V gene
and allele. The program proceeds in two alignment steps
[Smith and Waterman algorithm (11)] between the user
sequence and the closest V genes and alleles, first looking
for insertions, then for deletions. If insertions are detected,
they are excluded from the user sequence as they disrupt
the IMGT numbering but their positions are memorized
so they can be displayed in the results page. If deletions
are detected, gaps are entered in the user sequence to
restore the IMGT numbering. After insertion and/or
deletion detection, the steps of V gene and allele
identification are performed again. IMGT/V-QUEST
provides an accurate localization and description of the
mutations in the user sequence by comparison with the

closest germline V gene and allele. Nucleotide (nt)
mutations are characterized as silent versus nonsilent,
and transition versus transversion. Amino acid (AA)
changes are qualified according to the IMGT AA classes
(12) based on hydropathy, volume and physicochemical
characteristics. The tool identifies the mutation hot spots
patterns and positions in the closest germline V-REGION.
IMGT/V-QUEST integrates IMGT/JunctionAnalysis (8)
for the detailed analysis of the junction (performed even if
cystein 104 and/or phenylalanine/tryptophan 118 are
mutated) (7) and for the optional display of the eligible
D genes and alleles, and IMGT/Automat (9) for the full
annotation of the V-J-REGION or V-D-J-REGION in an
IMGT/LIGM-DB-like format (13).

Regarding the input sequences, IMGT/V-QUEST
accepts nucleotide sequences in the International Union
of Biochemistry (IUB) code (14) and is able to deal with
complementary reverse sequences. The tool trims the ‘n’
nucleotides at the 5’ and 3’ extremities of user sequences
since they influence the alignments and the gene and allele
identification.

IMGT/V-QUEST SEARCH

An IMGT/V-QUEST search consists of two easy steps:
(1) the user selects the antigen receptor (IG or TR) and the
species on the IMGT/V-QUEST Home page and (ii) on
the next page, the user submits up to 50 nt sequences in
FASTA format. By clicking on ‘Start’, the analysis is done
automatically with the default parameters.

Prior to launching the search, users may customize the
results display options in ‘Selection for results display’
(Figure 1). They can export the results in text and choose
the ‘Nb of nucleotides per line in alignments’. They can
select the option ‘A. Detailed view’ for the display of
the results of each analyzed sequence individually (with
a choice of 14 different results displays), or the option
‘B. Synthesis view’ for the display of the alignments of
sequences that express the same V gene and allele (with a
choice of eight different results displays).

For sophisticated queries or for unusual sequences, the
users can modify the default values in ‘Advanced
parameters’. The customizable values are:

(1) ‘Selection of IMGT reference directory set’ used for
the V, D and J genes and alleles identification and
alignments (‘F + ORF’, ‘F + ORF + in-frame P’,
‘F + ORF including orphons’ and ‘F + ORF +
in-frame P including orphons’, where F is func-
tional, ORF is open reading frame and P is
pseudogene). This allows the user to work with
only relevant gene sequences (e.g. orphon sequences
are relevant for genomic but not for expressed rep-
ertoire studies). The selected set can also be chosen
either ‘With all alleles” or ‘With allele *01 only’.

(i1) ‘Search for insertions and deletions’. In that case,
the number of submitted sequences in a single run is
limited to 10.

(iii) ‘Parameters for IMGT/JunctionAnalysis’: Nb of
D-GENEs allowed in the IGH, TRB and TRD
junctions and Nb of accepted mutations in
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Selection for results display
Export in text -

& A. Detailed view

[~ V-REGION alignment

[+ V-REGION translation

[+ V-REGION protein display

[~ V-REGION mutation table

[~ V-REGION mutation statistics
I~ V-REGION mutation hot spots

[+ Alignment for V-GENE

[+ Alignment for D-GENE

[+ Alignment for J-GENE

[+ Results of IMGT/JunctionAnalysis

€ with full list of eligible D-GENEs

& without list of eligible D-GENEs

5. [ _Sequence of the JUNCTION ('nt' and 'AA")

Bwn =
—0©0®~®

¢ B. Synthesis view

1. ¥ Alignment for V-GENE
2. [v V-REGION alignment
3. [+ V-REGION translation

4. |~ V-REGION protein display

Advanced parameters

W505

Nb of nucleotides per line in alignments: |60 -

12. IMGT Collier de Perles
& link to IMGT/Collier-de-Perles tool
¢ IMGT Caollier de Perles (for a nb of sequences < 5)
¢ no IMGT Collier de Perles
13. I~ Sequences of V-, V-J- or V-D-J- REGION ('nt' and 'AA") with gaps in FASTA
and access to IMGT/PhyloGene for V-REGION ('nt')
14. ™ Annotation by IMGT/Automat

5. [+ V-REGION protein display (with AA class colars)
6. [+ V-REGION praotein display (only AA changes displayed)
7. I+ V-REGION most frequently occurring AA

8. [v Results of IMGT/JunctionAnalysis

Selection of IMGT reference directory set |F+ORF+ in frame P

Search for insertions and deletions & No

Parameters for IMGT/JL y Idefaultj

Parameters for "Detailed view"

Nb of D-GENEs in IGH JUNCTIONS (default is 1)

Nb of nucleotides to exclude in 5' of the V-REGION for
the evaluation of the nb of mutations (in results 9 and 10) alignment score (in results 1)

& With all alleles ¢ With allele *01 only

¢ Yes (slower, the nb of submitted sequences in a single run is limited to 10)

default ~|in 3'V-REGION
Nb of accepted mutations: | default v| in D-REGION
default ~| in 5'J-REGION

Nb of nucleotides to add (or exclude) in 3' of the V-REGION for the evaluation of the

Figure 1. The customizable parameters for an IMGT/V-QUEST search. ‘Selection for results display’ allows the users to select the types of results to
be displayed (14 for ‘Detailed view’, and 8 for ‘Synthesis view’). The ‘Advanced parameters’ allow the users to modify the default values.

3'V-REGION, D-REGION and 5J-REGION
(default values are indicated per locus in the
IMGT/V-QUEST Documentation).

‘Parameters for Detailed View’: ‘Nb of nucleotides
to exclude in 5 of the V-REGION for the evalua-
tion of the nb of mutations’ (to avoid, for example,
to count primer specific nucleotides) and/or
‘Nb of nucleotides to add (or exclude) in 3’ of the
V-REGION for the evaluation of the alignment
score’ (e.g. in case of low or high exonuclease
activity).

(iv)

IMGT/V-QUEST OUTPUT
Detailed view

The top of the ‘Detailed view’ results page indicates the
number of analyzed sequences with links to individual
results. Each individual result comprises the user sequence
displayed in FASTA format (a sequence submitted in
antisense orientation is shown as complementary reverse
sequence that is in V gene sense orientation), a ‘Result
summary’ table (Figure 2A) followed, if all parameters
were selected, by the 14 different results displays. The
‘Result summary’ provides a crucial feature that is the
evaluation of the user sequence functionality performed
by IMGT/V-QUEST: productive (if no stop codon and
in-frame junction) or unproductive (if stop codons and/or
out-of-frame junction). It also summarizes the main
characteristics of the analyzed sequence which include
the names of the closest ‘V-GENE and allele’ and

‘J-GENE and allele’ with the alignment score and the
percentage of identity, the name of the closest ‘D-GENE
and allele’ with the D-REGION reading frame, the three
CDR-IMGT lengths (shown within brackets, e.g. [8.8.13])
which characterize a V domain and the AA JUNCTION
sequence. IMGT/V-QUEST provides warnings that
appear, as notes in red to alert the users, if potential
insertions or deletions are suspected in the V (sequences
with <85% of identity and/or with different CDR1-IMGT
and/or CDR2-IMGT lengths compared with the closest
germline V-REGION), or if other possibilities for the
J gene and allele are identified. If the option ‘Search for
insertions and deletions’ was selected, the detection and
detailed description of insertions and/or deletions are
shown in the ‘Result summary’ first row to capture the
user attention. Moreover, insertions appear as capital
letters in the FASTA sequence.

Below the ‘Result summary’, the alignments for the V-,
D- and J-GENE (4,15,16) comprise the alignment score
and the identity percentage with the five closest genes and
alleles and, for the V, the length of the V-REGION taken
into account for the score evaluation. The ‘Results of
IMGT/JunctionAnalysis’ (8,15) include, if selected, the list
of eligible D genes and alleles which match >4 nt with the
junction, allowing users to visualize the result among
other close solutions. ‘Sequence of the JUNCTION (‘nt’
and ‘AA’) is given by IMGT/V-QUEST if no results are
obtained with IMGT/JunctionAnalysis. Different displays
of the V region (‘V-REGION alignment’, ‘V-REGION
translation’ and “V-REGION protein display’) and of the
mutations affecting the V region are all based on the
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A Result summary of 'Detailed view'
Example of a productive sequence

Result summary: Productive IGH rearranged sequence (no stop codon and in frame junction)
V-GENE and allele IGHV5-51*01 score = 1327 identity = 95,83% (276/288 nt)
J-GENE and allele IGHJ3*02 (a) score = 191 identity = 87,76% (43/49 nt)
D-GENE and allele by IMGT/JunctionAnalysis IGHD1-26*01 D-REGION is in reading frame 3
[CDR1-IMGT.CDR2-IMGT.CDR3-IMGT] lengths and AA JUNCTION [8.8.13] CARQGGSYPDAFDIW
(a) Other possibilities: IGHJ6*02 (highest number of consecutive identical nucleotides)
Example of an unproductive sequence
Result summary: Unproductive IGH rearranged sequence (out of frame junction)
V-GENE and allele IGHV5-51*01 score = 1408 identity = 98,96% (285/288 nt)
J-GENE and allele IGHJ4*02 score = 66 identity = 75,00% (18/24 nt)
D-GENE and allele by IMGT/JunctionAnalysis IGHD6-6*01 D-REGION is in reading frame 3
[CDR1-IMGT.CDR2-IMGT.CDR3-IMGT] lengths and AA JUNCTION [8.8.X] CANIPSLIAARRP##YW
B Summary table of 'Synthesis view'
Sequence | V-GEREAND | Functionality | Vo iON | ) T | P CEe ™ | rontime foame |CORMGT fengths AA JUNCTION JUNCTION frame
seq1 IGHV3-73'01 | Productive 1240 91,50% (269/294 nt) | IGHJ1*01 (a) | IGHD3-10%01 3 8.10.10] CVIRGDVYNRQW in frame
seq2 IGHV5-51*01 | Productive 1210 91,32% (263/288 nt) | IGHJ4*02 IGHD2-15*01 2 [8.8.17] CVRGRGYCSAGSCYDFVYW in frame
seqd IGHV5-51*01 | Unproductive 1408 98,96% (285/288 nt) | 1GHJ4*02 IGHD6-6*01 3 [8.8.X] CANIPSLIAARRP#£YW out of frame
seq4 IGHV5-51*01 | Productive 1300 94,79% (273/288 nt) | IGHJ6*02 IGHD3-10*01 2 [8.8.18] CARARGSGSYSYYYYGVDVW in frame
seqs IGHV5-51°01 | Productive 1210 91,32% (263/288 nt) | IGHJ4*02 IGHD2-15*01 2 [8.8.17] CVRGRGYCSAGSCYDFDYW in frame
seq6 IGHVs-51°01 | (broductve 1426 | 99,65% (287/288 nt) | IGHJ4*02 IGHD6-6°01 1 8.8.16] CARRGKDSSSSFSEFDYW in frame
seq7 IGHV5-51*01 | Productive 1327 95,83% (276/288 nt) | IGHJ3*02 IGHD6-13*01 3 [8.8.14] CARGSGPEVPDAFDIW in frame
seq8 IGHV5-51*01 | Productive 1327 95,83% (276/288 nt) | IGHJ3*02 (a) | IGHD1-26*01 3 [8.8.13] CARQGGSYPDAFDIW in frame
seq9 IGKV3-15'01 | Productive 1291 96,06% (268/279 nt) | 1GKJ1*01 [6.3.8] CQQYHYWPTF in frame
seq10 IGLV2-14*01 | Productive 1408 98,96% (285/288 nt) | 1GLJ2*01 [9.3.12] CSSYTSSSTLGWF in frame
seq11 IGLV2-14*01 | Productive 1228 92,01% (265/288 nt) | 1GLJ3*02 [9.3.10] CNSYTTDTIWVF in frame

(a) Other possibilities may be found, please check the alignments for this sequence in "Detailed view"

Figure 2. IMGT/V-QUEST output. (A) ‘Result summary’ of ‘Detailed view’. The note (a) represents a warning indicating that there is another
possibility for the choice of the J-GENE, the criterion for that choice being between parentheses. In the case of an unproductive sequence due to an
out-of-frame junction, the CDR3-IMGT length cannot be determined and is indicated by an ‘X’. The symbol ‘# indicates a frameshift.
(B) ‘Summary table’ of ‘Synthesis view’. The note (a) represents a warning indicating that there are other possibilities for the results.

IMGT unique numbering (7) and on the FR-IMGT and
CDR-IMGT delimitation. The extensive and standardized
characterization of the mutations performed by IMGT/V-
QUEST answers the requirements of IG sequence studies,
evolution and function analysis, clinical interpretations
and antibody engineering. The ‘V-REGION mutation
table’ lists the mutations (nt and AA) of the analyzed
sequence compared to the closest V-REGION allele. They
are described for the V-REGION and for each FR-IMGT
and CDR-IMGT, with their positions, and for the AA
changes according to the IMGT AA classes (12). For
example, cl6>g, Q6>E (++—) means that the nt
mutation (c > g) leads to an AA change at codon 6 with
the same hydropathy (+) and volume (+) but with
different physicochemical properties (—) classes (12). It is
the first time that such qualification of amino acid
replacement is provided. The ‘V-REGION mutation
statistics’ evaluates the number of silent and nonsilent
mutations and the number of transitions and transver-
sions of the analyzed nucleotide sequence, and the
number of AA changes of its translated sequence. The
‘V-REGION mutation hot spots’ show the patterns
and localization of hot spots in the closest germline
V-REGION. The identified hot spots patterns are (a/t)a
and (a/g)g(c/t)(a/t) and the complementary reverse motifs
are t(a/t) and (a/t)(a/g)c(c/t) (see Lefranc,M-P. and

Lefranc,G. Somatic hypermutations, in IMGT Education,
http://imgt.cines.fr).

‘IMGT Collier de Perles’” provides a link to the IMGT/
Collier-de-Perles tool (17) or directly includes this
standardized graphical representation of the user IG or
TR rearranged sequence. The ‘Sequences of V-, V-J- or
V-D-J-REGION (‘nt’ and ‘AA’) with gaps in FASTA
and access to IMGT/PhyloGene for V-REGION (‘nt’)’
provides the analyzed sequence with IMGT gaps, in
FASTA format and on one line, and a link to IMGT/
PhyloGene (18). The ‘Annotation by IMGT/Automat’ (9)
uses the results of the analysis to provide a full automatic
annotation of the user sequences for the V-J-REGION or
V-D-J-REGION.

Synthesis view

The aim of ‘Synthesis view’, a novel IMGT/V-QUEST
result, is to facilitate the comparison of sequences that
express the same V gene and allele: it allows to compare
the localization of the mutations and the composition of
their junctions. The ‘Synthesis view’ comprises a
‘Summary table’ (Figure 2B) and eight different displays
(if all were selected). The ‘Summary table’ shows, for each
sequence, the name of the closest V gene and allele, the
evaluation of the sequence functionality, the V score and
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Figure 3. IMGT/JunctionAnalysis translation of ‘Synthesis view’. Results are given per locus, here five IGH sequences are shown. Amino acids of the
JUNCTIONS are colored according to the 11 IMGT AA physicochemical classes (12). Underlined nt and AA are mutated compared with the closest
germline 3'V-REGION, D-REGION and 5'J-REGION of each JUNCTION.

percentage of identity, the name of the closest J and D
genes and alleles, the D-REGION reading frame, the three
CDR-IMGT lengths, the AA JUNCTION and the
JUNCTION frame. Warnings appear to alert users on
potential insertions or deletions in the V or on other pos-
sibilities for the J gene and allele. In such cases, it is
strongly recommended to check the individual results of
these sequences in ‘Detailed view’.

The originality of ‘Synthesis view’ is also to provide
alignments of sequences which, in a given run, are
assigned to the same V gene and allele. The ‘Alignment
for V-GENE’, ‘V-REGION alignment’ and ‘V-REGION
translation’ are based on the same characteristics as those
of ‘Detailed view’. In addition, the hot spots positions are
underlined in the germline V-REGION (for an easy
comparison with the mutation localizations) and the name
of the closest J gene allele is indicated at the 3’ end of each
sequence. The “V-REGION protein display’ shows amino
acid sequences aligned with the closest V-REGION allele.
This protein display is also provided with AA colors
according to the IMGT AA classes (12) or with only the
AA changes displayed. The “V-REGION most frequently
occurring AA per position and per FR-IMGT and CDR-
IMGT’ table is given for each alignment to highlight the
position of conserved AA in sequence batches. The
‘Results of IMGT/JunctionAnalysis’ are displayed per
locus (IGH, IGK and IGL for the IG heavy, kappa and
lambda sequences, TRA, TRB, TRG and TRD for the TR
alpha, beta, gamma and delta sequences) (Figure 3).

CONCLUSION

IMGT/V-QUEST is a highly customized and integrated
system for the IG and TR standardized V-J and V-D-J
sequence analysis. The addition of new features (AA
physicochemical characteristics, mutations and insertions/
deletions description, ‘Synthesis view’) and ‘Advanced
parameters’ provides a wide spectrum of new types of
analysis across species. The integration of tools has
allowed to answer specific needs: IMGT/JunctionAnalysis

for the accurate and extensive description of the V-J and
V-D-J junction, IMGT/Automat for the full and detailed
user sequence annotation and IMGT/Collier-de-Perles for
bridging the gap between sequences and 3D structures. By
its wide range of novel customizable and integrated
functionalities and by its high level of standardization,
IMGT/V-QUEST is unique among the other software
programs (19-22). The information provided by IMGT/
V-QUEST is of much value for the comparative analysis
of the IG and TR sequences (including those of the newly
sequenced vertebrate genomes), for statistical analysis of
the junctions (23) and of the repertoires, for antibody
engineering and therapeutical antibodies (24) (single chain
Fragment variable (scFv), phage displays, combinatorial
libraries, chimeric, humanized and human antibodies).
IMGT/V-QUEST, with an average of 30 000 requests per
month, is widely used by the clinicians to analyze the
expressed repertoire in normal and pathological immune
responses (autoimmune diseases, leukemias, lymphomas,
myelomas, infectious diseases, etc.), in diagnostics of
clonalities, detection and follow-up of minimal residual
diseases.

Given the necessity to have an international and
publicly available benchmarch of high quality for clinical
data comparison, IMGT® standards based on IMGT-
ONTOLOGY have recently been approved by the World
Health Organization—International Union of Immunolog-
ical Societies (WHO-IUIS) subcommittee for IG and TR
(25,26). Standardized criteria for the analysis of IG and
TR rearranged V-J and V-D-J sequences and 3D
structures include IMGT reference directory (available
free for academics on the Web site), IMGT gene
nomenclature (5,6,10) approved by the HUGO Nomen-
clature Committee, IMGT label description, IMGT
unique numbering for V-DOMAIN (7) and CDR-IMGT
delimitations. IMGT/V-QUEST has been recommended
by the European Research Initiative on chronic lympho-
cytic leukemia CLL (ERIC) for the analysis of the IGHV
gene mutational status in CLL (27). IMGT/V-QUEST
output results evaluation by biologists and feedback from
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researchers and clinicians are part of the new develop-
ments to answer biological and medical needs in an
international collaboration (28-30).
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Abstract

IMGT®, the international InMunoGeneTics information system® (http://imgt.cines.fr), is the reference in immunogenetics and immunoin-
formatics. IMGT standardizes and manages the complex immunogenetic data which include the immunoglobulins (IG) or antibodies, the T cell
receptors (TR), the major histocompatibility complex (MHC) and the related proteins of the immune system (RPI) which belong to the immu-
noglobulin superfamily (IgSF) and the MHC superfamily (MhcSF). The accuracy and consistency of IMGT data and the coherence between the
different IMGT components (databases, tools and Web resources) are based on IMGT-ONTOLOGY, the first ontology for immunogenetics
and immunoinformatics. IMGT-ONTOLOGY manages the immunogenetics knowledge through diverse facets relying on seven axioms,
“IDENTIFICATION”, “DESCRIPTION”, “CLASSIFICATION”, “NUMEROTATION”, “LOCALIZATION”, “ORIENTATION” and
“OBTENTION", that postulate that objects, processes and relations have to be identified, described, classified, numerotated, localized, orientated,
and that the way they are obtained has to be determined. These axioms constitute the Formal IMGT-ONTOLOGY, also designated as IMGT-
Kaleidoscope. Through the example of the IG molecular synthesis, the concepts generated from the “IDENTIFICATION™, “DESCRIPTION",
“CLASSIFICATION” and “NUMEROTATION" axioms are detailed with their main instances and semantic relations. The axioms have been
essential for the conceptualization of the molecular immunogenetics knowledge and can be used to generate concepts for multi scale
approaches at the molecule, cell, tissue, organ, organism or population level, emphasizing the generalization of the application domain. In that
way the Formal IMGT-ONTOLOGY represents a paradigm for the elaboration of ontologies in system biology.
© 2007 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

Keywords: IMGT; Ontology; System biology; Immunogenetics; Immunoinformatics

1. Introduction the origin of the extreme diversity of antigen receptors that

comprise the immunoglobulins (IG) or antibodies and the

Immunogenetics, the science that studies the genetics of the
immune responses, has shown a considerable expansion in
biomedical fields since the last decades. It has highlighted
the complex mechanisms by which B cells and T cells are at
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T cell receptors (TR) (1012 different immunoglobulins and
10'? different T cell receptors per individual, in humans)
[1,2]. These mechanisms include in particular DNA rearrange-
ments [3] and, for the IG, somatic hypermutations [1,2]. In ad-
dition, there is a considerable polymorphism of the major
histocompatibility complex (MHC), human leucocyte antigens
(HLA) in humans. These particularities of the adaptive im-
mune system of the vertebrates, and a better knowledge of
the innate immune response found in any species, allow the
immune system to be an excellent model for system biology.
The huge amount of immunological experimental data
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continues to grow exponentially and necessitates to be man-
aged and analysed computationally. This is the goal of immu-
noinformatics, a new emerging science that implements the
bioinformatics methodologies to answer these needs. At the
same time, standardized representation of genomics, genetics,
proteomics and three-dimensional (3D) structures data is re-
quired to organize immunogenetics knowledge towards system
biology and for the modelling and a better understanding of
the immune system.

IMGT®, the international ImMunoGeneTics information
system® (http://imgt.cines.fr) [4], is the international reference
in immunogenetics and immunoinformatics. Created in 1989

analysis of the |
». junctions

gene and allele identification

IMGT/GeneFrequency

IMGT/Genelnfo

IMGT/CloneSearch

~ IMGT/GeneSearch J

IMGT/GeneView
IMGT/LocusView

genes/reference sequences

Genomic approach
Genetic approach
Structural approach

at the Laboratoire d’ImmunoGénétique Moléculaire (LIGM)
by Marie-Paule Lefranc (Université Montpellier 2 and
CNRS) in Montpellier, France, IMGT provides a high-quality
integrated knowledge resource, specialized in the IG, TR,
MHC of human and other vertebrates, and related proteins
of the immune system (RPI), which belong to the immuno-
globulin superfamily (IgSF) and to the MHC superfamily
(MhcSF) of any species. The IMGT information system con-
sists of databases (three of sequences, one of genes and one
of 3D structures) and interactive tools for sequence, genome
and 3D structure analysis, which interact together according
to genomic, genetic and structural approaches [5] (Fig. 1).

"7 3Dstructures/proteins

Fig. 1. IMGT® databases and tools with their interactions according to the genomic, genetic and/or structural approaches.



572 P. Duroux et al. | Biochimie 90 (2008) 570—583

Moreover, IMGT provides Web resources comprising more
than 10,000 HTML pages of synthesis (IMGT Repertoire),
knowledge (IMGT Scientific chart, IMGT Education, IMGT
Index) and external links (IMGT Bloc-notes and IMGT other
accesses) [4].

The accuracy and the consistency of the IMGT data, as well
as the coherence between the different IMGT components
(databases, tools and Web resources), are based on IMGT-
ONTOLOGY, the first ontology for immunogenetics and immu-
noinformatics [6]. IMGT-ONTOLOGY provides a semantic
specification of the terms to be used in immunogenetics and
immunoinformatics and manages the related knowledge, thus
allowing the standardization for immunogenetics data from ge-
nome, proteome, genetics and 3D structures [7—9]. IMGT-
ONTOLOGY results from a deep expertise in the domain and
an extensive effort of conceptualization. The first standardiza-
tion step was the identification of the IG and TR nucleotide se-
quences and the second step their description which led to the
creation of IMGT/LIGM-DB [10], the first on-line IMGT data-
base. The resulting controlled vocabulary comprises a thesaurus
of keywords for the sequence identification and a set of labels
for the description of the constitutive motifs. The third standard-
ization step was the classification of the IG and TR genes which
gave rise to the IMGT gene nomenclature for IG and TR of
human and other vertebrates [1,2], approved by the Human Ge-
nome Organisation (HUGO) Nomenclature Committee HGNC
in 1999 [11] and currently used in the generalist genome data-
bases. The fourth standardization step was the setting up of
the principles for the unique numbering of antigen receptor se-
quences and structures [12—16].

The standardization rules, defined in the IMGT Scientific
chart [4], are based on the concepts of identification, description,
classification and numerotation which characterize IMGT-
ONTOLOGY [6] and which, interestingly, were defined before
the term ““ontology”” became commonly used in biology and bi-
oinformatics. IMGT-ONTOLOGY manages the immunogenet-
ics knowledge through diverse facets that rely on the axioms of
the Formal IMGT-ONTOLOGY or IMGT-Kaleidoscope. Four
of these axioms, “IDENTIFICATION”, “DESCRIPTION”,
“CLASSIFICATION” and “NUMEROTATION” are pre-
sented in this paper, with the concepts that have been essential
for the conceptualization of the molecular immunogenetics
knowledge. As the same axioms can be used to generate
concepts for multi-scale level approaches, the Formal IMGT-
ONTOLOGY represents a paradigm for system biology ontol-
ogies, which need to identify, to describe, to classify and to
numerotate objects, processes and relations at the molecule,
cell, tissue, organ, organism or population levels.

2. Methods
2.1. Terminology

An ontology is a formal representation of a knowledge do-
main [6,17—19]. IMGT-ONTOLOGY manages the immunoge-

netics knowledge through diverse facets relying on seven
axioms,  “IDENTIFICATION”,  “CLASSIFICATION”,

OBTENTION

IMGT-ONTOLOGY

NUMEROTATION CLASSIFICATION

Fig. 2. The axioms of the Formal IMGT-ONTOLOGY or IMGT-Kaleidoscope.

IDENTIFICATION

Formal

DESCRIPTION

“DESCRIPTION”, “LOCALIZATION”, “NUMEROTA-
TION”, “ORIENTATION” and “OBTENTION”. These ax-
ioms postulate that objects, processes and relations have to be
identified, described, classified, numerotated, localized, orien-
tated, and that the way they are obtained has to be determined
(Fig. 2). The axioms constitute the Formal IMGT-ONTOLOGY,
also designated as IMGT-Kaleidoscope.

Each axiom gives rise to a set of concepts. Concepts are
general in the reality [6,20—23]. Concept instances correspond
to all possible examples of representation of a concept at
a given granularity. A concept may be exemplified by one or
several concept instances. New concept instances may be de-
fined with the advancement of science. Concepts are linked
by relations, the simplest being ‘““is_a”” which represents the
edge between concepts at different levels of granularity and
organizes the main hierarchy of IMGT-ONTOLOGY. Proper-
ties are semantic characteristics of a concept or of a concept in-
stance: they may be simple attributes as a name alias, or they
may be specific relations between concepts and instances across
the main hierarchy. These relations are fundamental since they
reveal strong semantic constraints and dependencies on which
relies the coherence within or between IMGT components.

2.2. An example of knowledge at the molecular level:
the immunoglobulin synthesis

The immunoglobulin synthesis, an example of knowledge at
the molecular level, will be used to define the concepts gener-
ated by four of the axioms of the Formal IMGT-ONTOLOGY
or IMGT-Kaleidoscope. The concepts of identification
(IDENTIFICATION axiom) identify the nucleotide and protein
sequences and the 3D structures according to a structured
terminology, the concepts of description (DESCRIPTION
axiom) describe the composition of the sequences and struc-
tures with standardized labels, the concepts of classification
(CLASSIFICATION axiom) classify the genes and alleles
with a standardized nomenclature, and the concepts of numero-
tation (NUMEROTATION axiom) numerotate the nucleotide
and amino acid numbering within sequences and structures.

An IG or antibody is composed of two identical heavy chains
associated with two identical light chains, kappa or lambda. In
humans, heavy chain genes (locus IGH), light chain kappa genes
(locus IGK) and light chain lambda genes (locus IGL) are lo-
cated on the chromosomes 14 (14q32.3), 2 (2p11.2) and 22
(22q11.2), respectively. The synthesis of an immunoglobulin
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Fig. 3. An example of knowledge at the molecular level: the synthesis of an IG or antibody in humans. A human being may potentially synthesize 10'2 different
antibodies [1]. 1: DNA rearrangements (is_rearranged_into), 2: Transcription (is_transcribed_into), 3: Translation (is_translated_into). The configuration of C-gene

is undefined.

requires rearrangements of the IGH, IGK and IGL genes during
the differentiation of the B lymphocytes.

In the human genome (genomic DNA or gDNA), four types
of genes code the IG (and TR): variable (V), diversity (D),
joining (J) and constant (C). The configuration of the V-
gene, D-gene and J-gene is identified as ‘“‘germline”
(Fig. 3), the configuration of the C-gene is “‘undefined”’. Dur-
ing the differentiation of the B lymphocytes in the bone mar-
row, the genomic DNA is rearranged first in the IGH locus,
and then in the IGK and IGL loci. The rearrangements in
the IGH locus lead to the junction of a D-gene and a J-gene
to form a D-J-gene, and then to the junction of a V-gene to
the D-J-gene to form a V-D-J-gene. The rearrangements in
the IGK or IGL loci lead to the junction of a V-gene and
a J-gene to form a V-J-gene. The configuration of these genes
is identified as ‘“‘rearranged”. After transcription and matura-
tion of the pre-messenger by splicing, the messenger RNA
(mRNA) L-V-D-J-C-sequence and L-V-J-C-sequence (L for
leader) are obtained and then translated into the heavy chain
(IG-Heavy-Chain) and the light chain (IG-Light-Chain) of
an IG (or antibody) (Fig. 3).

The variable domains VH and VL are coded by the V-D-J-
REGION and the V-J-REGION (Fig. 4). Each domain includes
four framework regions (FR) (in pale grey in Fig. 4) and three
hypervariable loops or complementarity determining regions
(CDR). The CDR, and more particularly the CDR3 that result
from the junction of the V-D-J genes (in the VH domain) and
V-J genes (in the VL domain), are involved in the antigen rec-
ognition. The VH and VL amino acids in contact with the an-
tigen constitute the paratope. The part of the antigen
recognized by the antibody is the epitope. The number of

potential V-D-J and V-J rearrangements depends on the num-
ber of functional V, D and J genes in the genome. Additional
mechanisms (N diversity at the V-D-J and V-J junctions and
somatic hypermutations) allow to reach 10'? different anti-
bodies per individual [1] (IMGT®, http://imgt.cines.fr).

2.3. Implementation

The main hierarchy of the IMGT-ONTOLOGY concepts
has previously been described [6]. IMGT-ONTOLOGY

\.

Fig. 4. The variable domains VH and VL of the heavy and light chains of an IG
or antibody. VH CDR1-IMGT is in red, CDR2-IMGT in orange and CDR3-
IMGT in purple. VL CDRI-IMGT is in blue, CDR2-IMGT in green and
CDR3-IMGT in dark green.
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concepts are available for the biologists and IMGT users in
natural language in the IMGT Scientific chart [4], and have
been formalized for programming purpose in IMGT-ML
[24,25] which is an XML Schema (http://www.w3.org/TR/
xmlschema-0/). In order to formalize the semantic relations
between concepts and instances that are essential for high-
quality data processing and coherence control, IMGT-ON-
TOLOGY is currently designed with Protégé [26] and OBO-
Edit (http://oboedit.org/), that are frequently used ontology
editors for biological ontologies. Protégé and OBO-Edit
ontologies can be exported into RDF (http://www.w3.org/
TR/1999/REC-rdf-syntax-19990222/) and OWL (http://www.
w3.0rg/2004/OWL/) which allow interoperability with other
ontologies.

3. Results

3.1. The necessity of identification:
the IDENTIFICATION axiom

The IDENTIFICATION axiom of the Formal IMGT-
ONTOLOGY or IMGT-Kaleidoscope postulates that molecules,
cells, tissues, organs, organisms or populations, their processes
and relations, have to be identified. The IDENTIFICATION ax-
iom has generated the concepts of identification which provide
the terms and rules to identify an entity, its processes and its
relations. In molecular biology, the concepts of identification
allow to identify the molecules, their processes and their rela-
tions at the genome, transcriptome and proteome levels.

3.1.1. Identification of an organism: the ‘‘Taxon’’ concept
The “Taxon” concept allows to identify the type of taxon in
which an object, process or relation is found. The “Taxon’ con-
cept manages a hierarchy of concepts at various levels of gran-
ularity. The corresponding hierarchical taxonomy is that
provided by the National Center for Biotechnology Information
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) up to the rank of species
(““Species’ concept) and subspecies (*“‘Subspecies’ concept) in
order to establish complete interoperability with generalist data-
bases. Since IG, TR and MHC genes are only present in jawed
vertebrates (gnathostoma), only vertebrate species were origi-
nally represented in IMGT-ONTOLOGY. However, with the ex-
tension of IMGT-ONTOLOGY to the IgSF and MhcSF,
invertebrate species are incorporated whenever necessary. The
“EthnicGroup”, “Breed” and ‘““Strain” concepts have been
added to IMGT-ONTOLOGY to allow the identification of
data specific to ethnic groups for humans (http://www.ebi.
ac.uk/imgt/hla/help/ethnic_help.html), breeds for domestic
animals or strains for laboratory [27] and wild animals.

3.1.2. Identification of an entity: the ‘‘EntityType’’ concept
The “EntityType’” concept identifies the type of entity. An
entity can be a molecule, a cell, a tissue, an organ, an organism
or a population. If the object is a molecule, the “EntityType”
concept is designated as ‘“Molecule_EntityType’’, which is de-
fined by the “MoleculeType”, “GeneType” and “Configura-
tionType” concepts of identification and has properties

identified in the “Functionality” and “StructureType” con-
cepts (Fig. 5).

3.1.2.1. The ““MoleculeType’’ concept. The “MoleculeType”,
concept identifies the type of molecule based on the type of the
constitutive elements and on the concepts of obtention (not de-
tailed here). The four main instances of the ‘“MoleculeType”
concept are ‘g2DNA’ (genomic DNA, a nucleotide sequence
made of A, T, C, G, obtained from a genome), ‘mRNA’ (mes-
senger RNA or transcript, a nucleotide sequence made of A,
U, C, G, obtained by transcription of a genomic DNA),
‘cDNA’ (complementary DNA, a nucleotide sequence made
of A, T, C, G, obtained in vitro by reverse transcription of
the messenger RNA) and ‘protein’ (a sequence made of amino
acids, obtained by translation of a transcript). Thus, the in-
stances of the ‘““MoleculeType’’ concept allow to identify a se-
quence: nucleotide sequence that can be either genomic
(‘gDNA’) or a transcript (‘mRNA’, ‘cDNA’), and amino acid
sequence (‘protein’).

3.1.2.2. The ““GeneType’’ concept. The “GeneType” concept
identifies the type of gene and comprises five instances
(Fig. 5). The first instance, ‘conventional’, refers to any (cod-
ing or not coding) gene other than IG or TR genes. The other
four instances are specific to immunogenetics: ‘variable’ (V),
‘diversity’ (D) and ‘joining’ (J) gene types that rearrange at the
DNA level and code the variable domains of IG and TR, and
‘constant’ (C) gene type that codes the constant region of 1G
and TR [1,2].

3.1.2.3. The ““ConfigurationType’’ concept. The “Configura-
tionType” concept identifies the type of gene configuration
and comprises three instances (Fig. 5). The instance ‘unde-
fined’ identifies the configuration of the conventional and of
the constant (C) genes. The instances ‘germline’ and ‘rear-
ranged’ identify the status of the V, D and J genes, before
and after DNA rearrangements, respectively [1,2].

3.1.24. The ‘“‘Molecule EntityType’’ concept. The *“Mole-
cule_EntityType” concept, defined by the “MoleculeType”,
“GeneType” and “ConfigurationType” concepts, includes
19 instances. Three instances, ‘gene’, ‘nt-sequence’ and
‘AA-sequence’, respectively identify the gDNA, mRNA and
protein (‘““MoleculeType’”) of a conventional gene (*“Gene-
Type”) in undefined configuration (‘“ConfigurationType’).
The nt-sequence instance is also valid for cDNA. Sixteen
instances allow to identify the IG and TR. Ten of them are
represented in Fig. 3: six for the gDNA (‘V-gene’, ‘D-gene’,
‘J-gene’, ‘C-gene’, ‘V-D-J-gene’ and ‘V-J-gene’), two for the
mRNA, ‘L-V-D-J-C-sequence’ and ‘L-V-J-C-sequence’, also
valid for cDNA, and two for the protein, ‘V-D-J-C-sequence’
and ‘V-J-C-sequence’. For example, the instance ‘V-gene’
identifies a gDNA (“MoleculeType’’) containing a gene V
(“GeneType”), in germline configuration (‘‘Configuration-
Type”). The instance ‘L-V-J-C-sequence’ identifies a sequence
of mRNA or cDNA (“MoleculeType’”) corresponding to V, J
and C genes (“GeneType”), in rearranged configuration
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Fig. 5. The “Molecule_EntityType” concept. The “Molecule_EntityType” concept is defined by the “MoleculeType”, “GeneType” and ‘‘ConfigurationType”
concepts of identification and has properties identified in the ““Functionality”” and *‘StructureType’” concepts (IDENTIFICATION axiom). Arrows indicate recip-
rocal relations “‘is_defined_by”” and “‘defines”, ““_has_"" and *“_for_"". Concept instances which are general are in blue, those which are specific of the IG and TR
are in red. The “Molecule_EntityType™ concept has 19 instances (listed in Section 3.1.2.4). Only a few examples of the “StructureType” concept instances are

shown.

(““ConfigurationType”’) (Fig. 3). The last six instances corre-
spond to partial rearrangement (‘D-J-gene’) or to sterile
transcripts (‘L-V-sequence’, ‘D-sequence’, ‘J-sequence’, ‘J-C-
sequence’ and ‘C-sequence’).

3.1.2.5. The ‘“‘Functionality’’ concept. The *“Functionality”
concept identifies the type of functionality for the ‘“Mole-
cule_EntityType” concept (Fig. 5). It includes five instances,
divided into two categories, according to the configuration
type. Three instances, ‘functional’, ‘ORF’ (open reading
frame) and ‘pseudogene’ identify the functionality of a
“Molecule_EntityType’ instance in undefined or germline con-
figuration. They allow to identify the functionality of conven-
tional genes, that of C genes, and that of V, D and J genes
before their rearrangement in the genome, and by extension
the functionality of their transcripts and proteins. The two
instances ‘productive’ and “‘unproductive’ identify the function-
ality of “Molecule_EntityType’ instances in rearranged config-
uration. They allow to identify the functionality of IG and TR
entities after their rearrangement in the genome, that of fusion
genes resulting from translocations, and that of hybrid genes
obtained by biotechnology molecular engineering, and by
extension the functionality of their transcripts and proteins.

3.1.2.6. The “‘StructureType’’ concept. The “StructureType”
concept identifies the structure for the ‘““Molecule_Entity-
Type” concept. This concept allows to identify structures

with a classical organization (‘regular’), from those which
have been modified either naturally in vivo (‘orphon’, ‘pro-
cessed orphon’, ‘unprocessed orphon’, ‘unspliced’, ‘partially
spliced’, etc.), or artificially in vitro (‘chimeric’, ‘humanized’,
transgene, etc.).

3.1.3. Identification of a receptor:
the “‘ReceptorType’’ concept

The “ReceptorType” concept identifies the type of receptor.
A receptor can be a molecule, a cell, a tissue, an organ, an organ-
ism or a population. If the object is a molecule, the “Receptor-
Type” concept is designated as ‘“Molecule_ReceptorType”
which is defined by the “ChainType” concept of identification
and has properties identified in the *“StructureType™’, ““Specific-
ity”” and “Function” concepts (Fig. 6). The “ChainType’ con-
cept is itself defined by the ‘“Molecule_EntityType” and the
“DomainType” concepts of identification and by concepts of
classification (see CLASSIFICATION axiom). These latter are
organized in a hierarchy which confers different levels of
granularity to the ‘“Molecule_ReceptorType” and ‘‘Chain-
Type’ concepts.

3.1.3.1. The ““Molecule_ReceptorType’’ concept. The “Mole-
cule_ReceptorType” concept identifies the type of protein re-
ceptor, defined by its chain composition. Thus, IG is an
instance of the “Molecule_ReceptorType” concept, defined
as comprising 4 chains, two heavy chains and two light chains,
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identical two by two and covalently linked (Fig. 7). A receptor
may comprise one chain (monomer) or several associated
chains (multimer).

3.1.3.2. The ““ChainType’’ concept. The “ChainType” con-
cept identifies the type of chain (Fig. 6). It is one of the
most important concepts of identification for the standardiza-
tion of genome, transcriptome and proteome data in system bi-
ology. Indeed, being able to identify a type of chain means that
it is possible to identify the transcript and the encoding
gene(s). The “ChainType” concept contains a hierarchy of
concepts which identify the chain type at different levels of
granularity. The finest level of granularity, the “GeneLevel-
ChainType” concept, identifies the type of chain by reference
to the gene(s) which code(s) the chain. It represents the main
concept for a very precise identification because it establishes
a relationship with the “Gene” concept which belongs to the
concepts of classification (reciprocal relations “‘is_coded_by”
and ‘““codes”). The number of instances of the ‘“GeneLevel-
ChainType” concept depends on the number of functional
genes and ORF per haploid genome in a given species (in
the case of the IG and TR, it is the number of functional
and ORF constant genes which is taken into account). If
only the functional genes are considered, the instances of
this concept correspond to the isotypes.

3.1.3.3. The ‘““‘DomainType’’ concept. A chain can be defined
by its constitutive structural units (‘“DomainType’ concept)
(Fig. 6). A domain is a chain subunit characterized by its
three-dimensional (3D) structure, and by extension its amino

acid sequence and the nucleotide sequence which encodes it.
This concept may theoretically comprise many instances, but
so far only the instances which have been carefully character-
ized by LIGM have been entered in IMGT-ONTOLOGY. The
“DomainType” concept has currently three instances, V type
domain (variable domains of the IG and TR and V-like do-
mains of other IgSF proteins), C type domain (constant do-
mains of the IG and TR and C-like domains of other IgSF
proteins) and G type domain (groove domains of the MHC
and G-like domains of other MhcSF proteins) [14—16].

3.1.34. The “‘Specificity’”” and ‘‘Function’’ concepts. The
“Specificity” concept identifies the specificity of the ‘“Mole-
cule_ReceptorType” (Fig. 6), and by extension the specificity
of the chains and domains and of the corresponding tran-
scripts. Instances of the “Specificity”” concept identify the an-
tigen recognized by an antigen receptor (IG or TR). The
“Specificity” concept is particularly important because of
the unlimited number of antigens and of the complexity of
the antigen/antigen receptor interactions. The conceptualiza-
tion of knowledge associated with this concept is in the course
of modelling. The instances of the ““Specificity”’ concept (sev-
eral hundreds at the present time) will be connected on the one
hand, with the “Epitope” concept which identifies the part of
the antigen recognized by the antigen receptor and on the other
hand, with the “Paratope’ concept which identifies the part of
the antigen receptor (IG or TR) which recognizes and binds
to the antigen. The “Function” concept identifies the function
of the “Molecule_ReceptorType” (Fig. 6), and by extension the
function of the chains and domains and of the corresponding
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Fig. 7. Identification of an IG or antibody as an instance of the ‘“Molecule_ReceptorType” concept made of four chains, two IG-Heavy-Chain and two IG-Light-
Chain (“ChainType” concept). The four representations, although different, allow to identify an IG as a receptor of four chains, themselves organized in domains
(“DomainType” concept). VH and VL are V type domains, coded by the V-D-J region and V-J region, respectively. CL, CH1, CH2 and CH3 are C type domains.
(A) 3D structure, (B) organization in Ig-like domains, (C) organization in modules, (D) regions coded by the V, D, J and C gene types. The C gene type codes the
constant region (CL for the IG-Light-Chain and CH1, hinge, CH2 and CH3 for the IG-Heavy-Chain). This representation, schematized as a Y shape, is frequently

used to represent an IG.

transcripts. Instances of the “Function” concept identify the
dual function of the antigen receptors [2]. Their identification
and definition are still in development.

3.2. The necessity of description:
the DESCRIPTION axiom

The DESCRIPTION axiom of the Formal IMGT-
ONTOLOGY or IMGT-Kaleidoscope postulates that mole-
cules, cells, tissues, organs, organisms or populations, their
processes and their relations, have to be described.

3.2.1. Description of an entity:
the “‘EntityPrototype’’ concept

The ‘“EntityPrototype” concept, generated from the DE-
SCRIPTION axiom, provides the description of the “Entity-
Type” concept (IDENTIFICATION axiom). Each instance
of the “EntityPrototype” concept is linked to an instance of
the “EntityType” concept by the reciprocal relations ‘“‘de-
scribes” and ““is_described_by”’. The *“EntityPrototype’’ con-
cept allows the description of the entity organization and of its
constitutive motifs. The “Core” concept allows to describe the
parts of the entities which need to be described in all instances

of the “EntityPrototype’” concept. These two concepts of de-
scription, ‘““Molecule_EntityPrototype” and “Core’’, which
have been particularly highlighted by IMGT, are described be-
low as examples.

3.2.2. The ““Molecule_EntityPrototype’’ concept

In molecular biology, the DESCRIPTION axiom has gener-
ated the concepts of description which provide the terms and the
rules to describe motifs in the nucleotide and protein sequences
and in 3D structures. These concepts gave rise to a standardized
terminology and to a precise definition of the annotation rules.
The ontology for sequences and 3D structures has been the focus
of IMGT for many years. The instances of the concepts of de-
scription correspond to IMGT labels. More than 550 labels
were defined (270 for the nucleotide sequences (http://
imgt.cines.fr/cgi-bin/IMGTlect.jv?query=7) [10] and 285 for
the 3D structures [28] (http://imgt.cines.fr/textes/IMGTScienti-
ficChart/SequenceDescription/IMGT3Dlabeldef.html). Inter-
estingly, 64 IMGT labels defined for nucleotide sequences are
used and cross-referenced in the recently created Sequence On-
tology (SO) (http://song.sourceforge.net/) [29] to describe spe-
cific IG and TR gene organization (http://imgt.cines.fr/textes/
IMGTindex/ontology.html).
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The “Molecule_EntityPrototype” concept allows the descrip-
tion of the entity (gene, transcrit and protein) organization and of
their constitutive motifs. This concept is fundamental in IMGT-
ONTOLOGY because it allows the representation of the knowl-
edge related to the complex mechanisms of IG and TR gene
rearrangements (Fig. 8). The relation “is_rearranged_into” is
specific to the synthesis of the IG and TR. The relations “is_tran-
scribed_into” and ““is_translated_into™ are general for molecular
biology. These three relations allow the organization of the vari-
ous instances of the “Molecule_EntityPrototype” concept during
the synthesis of the IG and the TR, and in a more general way for
the expression of any protein. They allow in addition, by more
specific relations, to take into account the alternative transcripts,
the protein isoforms and the post-translational modifications.

Each of the 19 instances of the concept ‘“Molecule_Entity-
Prototype” can be described with its constitutive motifs which
belong to the other concepts of description. Thus Fig. 9 shows
as examples the graphical representation of the V-GENE and
V-D-J-GENE instances with their constitutive motifs.

A set of ten relations are necessary and sufficient to com-
pare the localization of the motifs of an instance of the concept
“Molecule_EntityPrototype” (Table 1). These relations are
part of the concepts of localization (LOCALIZATION axiom)
(IMGT Index, http://imgt.cines.fr).

3.2.3. The ““Core’’ concept

The “Core” concept allows to describe the coding region of
genes and contains five instances which are ‘REGION” (for con-
ventional gene type), ‘V-REGION’, ‘D-REGION’, ‘J-REGION’
and ‘C-REGION’ (for V, D, J and C gene types, respectively).
These instances are particularly important since they can be de-
scribed in all the instances of the ‘“Molecule_EntityPrototype”

concept. They allow to describe the chains of the antigen recep-
tors in spite of the complexity of their structure and to link se-
quences, structures and functions. Moreover, these are the
instances of the “Core” concept which allowed the definition
and standardized description of the IG and TR alleles (concepts
of classification), now approved at the international level [1,2].

3.3. The necessity of classification:
the CLASSIFICATION axiom

The CLASSIFICATION axiom of the Formal IMGT-
ONTOLOGY or IMGT-Kaleidoscope postulates that mole-
cules, cells, tissues, organs, organisms or populations, their
processes and their relations, have to be classified. In molecu-
lar biology, the concepts of classification generated from the
CLASSIFICATION axiom allow to classify and name the
genes and their alleles. The genes which code the IG and TR
belong to highly polymorphic multigenic families. A major con-
tribution of IMGT-ONTOLOGY was to set the principles of
their classification and to propose a standardized nomenclature
[1,2] (Fig. 10). The IMGT gene nomenclature has been
approved at the international level by the Human Genome Orga-
nisation (HUGO) Nomenclature Committee (HGNC), in 1999
[11]. The IMGT IG and TR gene names are the official reference
for the genome projects and, as such, have been integrated in the
Genome Database (GDB), in LocusLink and in Entrez Gene at
NCBI [30]. The IG and TR genes [1,2] are managed in the
IMGT/GENE-DB database [31].

3.3.1. The “‘Group’’ and ‘‘Subgroup’’ concepts
The “Group” concept classifies a set of genes which be-
long to the same multigene family, within the same species
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Fig. 8. Instances of the “Molecule_EntityPrototype” concept (DESCRIPTION axiom). The three instances “GENE”, “nt-SEQUENCE” and “AA-SEQUENCE”
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or between different species. For the IG and TR, the set of
genes is identified by an instance of the “GeneType’ concept
(V, D, J or C). The “Subgroup” concept classifies a subset of
genes which belong to the same group, and which, in a given
species, share at least 75% of identity at the nucleotide se-
quence level (and in the germline configuration for the V, D,
and J genes).

3.3.2. The ““Gene’’ and “‘Allele’’ concepts

The “Gene’” concept classifies a unit of DNA sequence that
can be potentially transcribed and/or translated (this definition
includes the regulatory elements in 5" and 3’, and the introns, if
present). The instances of the ‘“Gene” concept are gene
names. In IMGT-ONTOLOGY, a gene name is composed of
the name of the species (instance of the Taxon ““Species’” con-
cept) and of the international HGNC/IMGT gene symbol, for
example, Homo sapiens IGLV1—2. By extension, orphons and
pseudogenes are also instances of the “Gene’ concept. The
“Allele” concept classifies a polymorphic variant of a gene.
The instances of the “Allele” concept are allele names. Al-
leles identified by the mutations of the nucleotide sequence
are classified by reference to allele *01.

Table 1
Relations for sequence description (LOCALIZATION axiom)

Relation Reciprocal relation

“adjacent_at_its_5_prime_to”
“included_with_same_5_prime_in",
“included_with_same_3_prime_in",
“overlaps_at_its_5_prime_with”
“included_in”

““adjacent_at_its_3_prime_to”
“includes_with_same_5_prime”,
“includes_with_same_3_prime”,
“overlaps_at_its_3_prime_with”
“includes”

Full description of mutations and allele name designations
are currently recorded for the core sequences (V-REGION, D-
REGION, J-REGION, C-REGION). They are reported in
Alignment tables, in IMGT Repertoire http://imgt.cines.fr
and in IMGT/GENE-DB [16].

3.4. The necessity of numbering:
the NUMEROTATION axiom

The NUMEROTATION axiom of the Formal IMGT-
ONTOLOGY or IMGT-Kaleidoscope postulates that mole-
cules, cells, tissues, organs, organisms or populations, their
processes and their relations, have to be numerotated. So far,
these concepts have essentially been defined at the molecular
level. The NUMEROTATION axiom and the concepts of nu-
merotation determine the principles of a unique numbering
for a domain (sequences and 3D structures) [14—16]
(Fig. 11). The “IMGT_unique_numbering” concept has three
concept instances: “IMGT_unique_numbering_for_V_Type_
domain”, “IMGT_unique_numbering_for_C_type_domain”,
“IMGT _unique_numbering_for_G_type_domain™ [14—16].

The “IMGT_unique_numbering” concept determines the
“FR-IMGT_length”, “CDR-IMGT_length”, “Strand_length”,
and “Helix_length” concepts [14—16]. The “IMGT_unique_
numbering” concept is illustrated by the “IMGT_Collier_de_
Perles” concept which allows graphical representation in two
dimensions (2D) of the amino acid sequences of V, C or G
type domains [32,33] and comprises three concept instances
(Fig. 12). This concept is largely recognized at the interna-
tional level and the expression “IMGT Collier de Perles” is
now used in scientific publications.
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The “IMGT_Collier_de_Perles” concept is particularly
used in antibody engineering for the humanization of murine
antibodies in which it is necessary to precisely delimit the mu-
rine CDR-IMGT to be grafted, in order to preserve the anti-
body specificity. The concepts of numerotation are also at
the origin of the standardization of the allele description
and, more generally of the mutation description (IMGT
Scientific chart, http://imgt.cines.fr).

4. Conclusion

The inherent difficulties due to the complexity and diversity
of immunogenetics knowledge gave rise to a conceptualization
in IMGT-ONTOLOGY which has been developed on an orig-
inal and unprecedented approach. The axioms of the Formal
IMGT-ONTOLOGY or IMGT-Kaleidoscope postulate that
the approach to manage biological data and to represent
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knowledge in biology comprises various facets. The IMGT-
ONTOLOGY concepts generated from these axioms have al-
lowed the representation, at the molecular level, of knowledge
related to the genome, transcriptome, proteome, genetics and
3D structures. This multi-faceted approach has great potential
for multi-scale system biology. Indeed, the IDENTIFICATION,
DESCRIPTION, CLASSIFICATION and NUMEROTATION
axioms are valid, not only for molecules, but also for cells,
tissues, organs, organisms or populations. In addition, the

LOCALIZATION, ORIENTATION and OBTENTION axioms
(in development) will allow the integration of the time and space
concepts and the follow-up of the components and their changes
of states and properties, as well as the definition and character-
ization of processes, functions and activities. Thus, IMGT-
ONTOLOGY represents, by its 7 axioms and the concepts
generated from them, a paradigm for the elaboration of ontologies
in system biology which requires to identify, to describe, to clas-
sify, to numerotate, to localize, to orientate and to determine

A V type domain and IMGT_Collier_de_Perles_for_V_type_domain

c

G-ALPHA2
[b2]

Al I[ CE DI El

i Gl

MHC class 1

Fig. 12. “DomainType” and “IMGT_Collier_de_Perles” concept instances.
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the obtaining and evolution of biological knowledge from mole-
cule to population, in time and space.

The concepts of IMGT-ONTOLOGY are available, for the
users of IMGT and the biologists in general, in natural lan-
guage in IMGT Scientific chart (http://imgt.cines.fr), and
have been formalized for programming purpose in IMGT-
ML (XML Schema). IMGT-ONTOLOGY is being imple-
mented in Protégé and OBO-Edit to facilitate the export in
formats such as OWL, and to link, whenever possible, the con-
cepts of IMGT-ONTOLOGY to those of other ontologies in
biology such as the Gene Ontology (GO) [34], and in immu-
nology, such as the Immunome Epitope database and Analysis
Resource (IEDB) [35] and other Open Biomedical Ontologies
(OBO) (http://obo.sourceforge.net).

The concepts of IMGT-ONTOLOGY are currently used for
the exchange and the sharing of knowledge in very diverse fields
of research at the molecular level: (i) fundamental and medical
research (repertoire analysis of the IG antibody sites and of the
TR recognition sites in normal and pathological situations such
as autoimmune diseases, infectious diseases, AIDS, leukae-
mias, lymphomas, myelomas), (ii) veterinary research (IG and
TR repertoires in farm and wild life species), (iii) genome diver-
sity and genome evolution studies of the adaptive immune re-
sponses, (iv) structural evolution of the IgSF and MhcSF
proteins, (v) biotechnology related to antibody engineering
(scFv, phage displays, combinatorial libraries, chimaeric, hu-
manized and human antibodies), (vi) diagnostics (clonalities,
detection and follow-up of residual diseases) and (vii) thera-
peutical approaches (grafts, immunotherapy, vaccinology).
IMGT-ONTOLOGY represents a key component in the elabora-
tion and setting up of standards of the European ImmunoGrid pro-
ject (http://www.immunogrid.org/) whose aim is to define the
essential concepts for modelling of the immune system.
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ABSTRACT

IMGT®, the international ImMunoGeneTics infor-
mation system® (http://www.imgt.org), was created
in 1989 by Marie-Paule Lefranc, Laboratoire
d’ImmunoGénétique Moléculaire LIGM (Université
Montpellier 2 and CNRS) at Montpellier, France, in
order to standardize and manage the complexity of
immunogenetics data. The building of a unique
ontology, IMGT-ONTOLOGY, has made IMGT® the
global reference in immunogenetics and immunoin-
formatics. IMGT® is a high-quality integrated knowl-
edge resource specialized in the immunoglobulins
or antibodies, T cell receptors, major histocom-
patibility complex, of human and other vertebrate
species, proteins of the IgSF and MhcSF, and
related proteins of the immune systems of any spe-
cies. IMGT® provides a common access to standar-
dized data from genome, proteome, genetics and 3D
structures. IMGT® consists of five databases (IMGT/
LIGM-DB, IMGT/GENE-DB, IMGT/3Dstructure-DB,
etc.), fifteen interactive online tools for sequence,
genome and 3D structure analysis, and more than
10000 HTML pages of synthesis and knowledge.
IMGT® is used in medical research (autoimmune
diseases, infectious diseases, AIDS, leukemias, lym-
phomas and myelomas), veterinary research, bio-
technology related to antibody engineering (phage
displays, combinatorial libraries, chimeric, huma-
nized and human antibodies), diagnostics (clonal-
ities, detection and follow-up of residual diseases)
and therapeutical approaches (graft, immunother-
apy, vaccinology). IMGT is freely available at http://
www.imgt.org.

INTRODUCTION

The number of genomics, genetics, 3D and functional data
published in the immunogenetics field is growing exponen-
tially and involves fundamental, clinical, veterinary, and
pharmaceutical research. The number of potential protein
forms of the antigen receptors, immunoglobulins (IG) and
T cell receptors (TR) is almost unlimited. The potential
repertoire of each individual is estimated to comprise
about 10'? different IG (or antibodies) and TR, and the
limiting factor is only the number of B and T cells that an
organism is genetically programmed to produce. This
huge diversity is inherent to the particularly complex
and unique molecular synthesis and genetics of the antigen
receptor chains. This includes biological mechanisms such
as DNA molecular rearrangements in multiple loci (three
for IG and four for TR in humans) located on different
chromosomes (four in humans), nucleotide deletions and
insertions at the rearrangement junctions (or N-diversity),
and somatic hypermutations in the IG loci (1,2).
IMGT®, the international ImMunoGeneTics informa-
tion system® (http://www.imgt.org) (3), was created in
1989 by Marie-Paule Lefranc, Laboratoire d’Immuno-
Génctique Moléculaire LIGM (Université Montpellier 2
and CNRS) at Montpellier, France, in order to standar-
dize and manage the complexity of immunogenetics data.
IMGT® has reached that goal through the building of a
unique ontology, IMGT-ONTOLOGY (4), the first ontol-
ogy in immunogenetics and immunoinformatics. IMGT-
ONTOLOGY has allowed the setting up of the official
nomenclature of the IG and TR genes and alleles (5,6),
the definition of IMGT standardized labels, and the
IMGT unique numbering that bridges the gap between
sequences and 3D structures for the variable (V) and con-
stant (C) domains of the IG and TR (7-10) and for
the groove (G) domains of the major histocompatibility
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complex (MHC) (11). IMGT® is recognized as the global
reference that provides the standards in immunogenetics
and immunoinformatics. IMGT® is a high-quality inte-
grated knowledge resource, specialized in the IG, TR,
MHC of human and other vertebrates, the proteins that
belong to the immunoglobulin superfamily (IgSF) and to
the MHC superfamily (MhcSF), and the related proteins
of the immune systems (RPI) of any species. IMGT® pro-
vides a common access to standardized data from genome,
proteome, genetics and 3D structures.

The IMGT® information system consists of databases,
tools and Web resources (3). IMGT® databases include
one genome database, several sequence databases and
one 3D structure database. Fifteen IMGT® interactive
online tools are provided for genome, sequence and 3D
structure analysis. IMGT® Web resources comprise more
than 10000 HTML pages of synthesis and knowledge
(IMGT Scientific chart, IMGT Repertoire, The IMGT
Medical page, The IMGT Veterinary page, The IMGT
Biotechnology page, IMGT Education, IMGT Lexique,
IMGT Aide-Mémoire, Tutorials, IMGT Index), external
links (IMGT Bloc-notes, The IMGT Immunoinformatics
page) and IMGT other accesses (SRS, MRS). Despite the
heterogeneity of these different components, all data in
IMGT® are expertly annotated. The accuracy, the consis-
tency and the integration of the IMGT® data, as well as
the coherence between the different IMGT® components
(databases, tools and Web resources) are based on the
IMGT-ONTOLOGY axioms and concepts (4,12).

IMGT-ONTOLOGY
Formal IMGT-ONTOLOGY

The Formal IMGT-ONTOLOGY, also designated as
IMGT Kaleidoscope (12), comprises seven axioms:
IDENTIFICATION, DESCRIPTION, CLASSIFICA-
TION, NUMEROTATION, ORIENTATION, LOCA-
LIZATION and OBTENTION that postulate that
objects, processes and relations have to be identified,
described, classified, numerotated, localized, orientated,
and that the way they are obtained has to be determined.
IMGT-ONTOLOGY concepts derived from these axioms
are available, for the biologists and IMGT® users, in the
IMGT Scientific chart, and have been formalized, for the
computing scientists, in IMGT-ML which is an XML
Schema (http://www.w3.org/TR/xmlschema-0/). In order
to formalize the semantic relations between concepts and
instances that are essential for high-quality data proces-
sing and coherence control, IMGT-ONTOLOGY is cur-
rently designed with Protégé (13) and OBO-Edit (http://
oboedit.org/).

IMGT Scientific chart

The IMGT Scientific chart is constituted by controlled
vocabulary and annotation rules for data and knowledge
management of the IG, TR, MHC, IgSF, MhcSF and
RPI. All IMGT® data are expertly annotated according
to the IMGT Scientific chart rules.

Keywords and labels. IMGT standardized keywords (con-
cepts of identification) are assigned to all entries in the
IMGT® databases. More than 500 IMGT standardized
labels (concepts of description) were necessary to describe
all structural and functional subregions that compose 1G
and TR (221 labels for sequences and 285 for 3D struc-
tures). Interestingly, 64 IMGT specific labels defined for
nucleotide sequences have been entered in the newly cre-
ated Sequence Ontology (SO) (14).

Gene and allele nomenclature. All the human IMGT stan-
dardized gene names (5,6) (concepts of classification) were
approved by the Human Genome Organisation (HUGO)
Nomenclature Committee (HGNC) in 1999 (15), and
entered in IMGT/GENE-DB (16), and in Entrez Gene
NCBI (17), and more recently on the Ensembl server
(18) at the European Bioinformatics Institute (EBI) in
2006, and in the Vega (19) database at the Wellcome
Trust Sanger Institute in 2008. All the mouse IMGT®
gene and allele names and the corresponding IMGT refer-
ence sequences were provided to HGNC and to the Mouse
Genome Informatics Mouse Genome Database (20) in
July 2002 and were presented by IMGT® at the 19th
International Mouse Genome Conference, IMGC 2005,
in Strasbourg, France, and entered in IMGT/GENE-
DB. IMGT reference sequences have been defined for
each allele of each gene based on one or, whenever possi-
ble, several of the following criteria: germline sequence,
first sequence published, longest sequence, mapped
sequence.

IMGT unique numbering. The IMGT unique numbering
(concepts of numerotation) (7-11) is, with its 2D graphical
representation or IMGT Collier de Perles (21,22), the flag-
ship of IMGT® that allows to bridge the gap between
sequences, genes and 3D structures in the IMGT® data-
bases, tools and Web resources (23). Structural and func-
tional domains of the IG and TR chains comprise the
V-DOMAIN (9-strand B-sandwich) which corresponds
to the V-J-REGION or V-D-J-REGION and is encoded
by two or three genes (1,2), and the constant domain or
C-DOMAIN (7-strand B-sandwich). The IMGT unique
numbering initially defined for the IG and TR domains
has been extended to the V-LIKE-DOMAIN and
C-LIKE-DOMAIN of IgSF proteins other than IG and
TR (9,10,22). The IMGT unique numbering for the MHC
G-DOMAIN (four B-strand and one a-helix) has been
extended to the G-LIKE-DOMAIN of MhcSF proteins
other than MHC (11,22).

IMGT Choreography

In order to extract knowledge from IMGT® standardized
immunogenetics data, three main IMGT® biological
approaches have been developed: genomic, genetic and
structural approaches (Figure 1). The IMGT® genomic
approach is gene-centered and mainly orientated towards
the study of the genes within their loci and on the
chromosomes. The IMGT® genetic approach refers to
the study of the genes in relation with their sequence
polymorphisms and mutations, their expression, their spe-
cificity and their evolution. The IMGT® structural
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Figure 1. IMGT®, the international ImnMunoGeneTics information system® (http://www.imgt.org). Genomic, genetic and structural components
(databases and tools) are in yellow, green and blue, respectively. The IMGT Repertoire and other Web resources are not shown. Interactions in the
genomic, genetic and structural approaches are represented with continuous, dotted and broken lines, respectively.

approach refers to the study of the 2D and 3D structures
of the 1G, TR, MHC, IgSF, MhcSF and RPI, and to
the antigen- or ligand-binding characteristics in rela-
tionship with the protein functions, polymorphisms
and evolution. For each approach, IMGT® provides
databases, tools and Web resources (Figure 1 and
Table 1). IMGT-Choreography (33), based on the Web
service architecture paradigm, has been developed with
the goal to enable significant biological and clinical
requests involving every part of the IMGT® information
system.

IMGT® DATABASES
Gene database

IMGT/GENE-DB (16) is the comprehensive IMGT®
genome database. IMGT/GENE-DB is the official reposi-
tory of all the IG and TR genes and alleles approved by
the World Health Organization (WHO)/International
Union of Immunological Societies (IUIS) Nomenclature
Subcommittee for IG and TR (34,35). In September 2008,
IMGT/GENE-DB contained 1911 IG and TR genes from
human, mouse and rat and 2909 alleles. Reciprocal links
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Table 1. IMGT® databases, tools and Web resources for genomic, genetic and structural approaches

Approaches Databases Tools Web resources®
Genomic IMGT/GENE-DB (16) IMGT/GeneView IMGT Repertoire ‘Locus and genes’ section:
IMGT/LocusView —chromosomal localizations (1,2)
IMGT/CloneSearch —locus representations (1,2)
IMGT/GeneSearch —locus description
IMGT/Genelnfo (28) —gene tables, etc.
IMGT/GeneFrequency —potential germline repertoires
—lists of genes
—correspondence between nomenclatures (1,2)
Genetic IMGT/LIGM-DB (24) IMGT/V-QUEST (29) IMGT Repertoire ‘Proteins and alleles’ section:
IMGT/PRIMER-DB (25) IMGT/JunctionAnalysis (30) —alignments of alleles
IMGT/MHC-DB (26) IMGT/Allele-Align —protein displays
IMGT/PhyloGene (31) —tables of alleles etc.
IMGT/DomainDisplay
Structural IMGT/3Dstructure-DB (27) IMGT/DomainGapAlign IMGT Repertoire 2D and 3D structures’ section:

IMGT/Collier-de-Perles
IMGT/DomainSuperimpose
IMGT/StructuralQuery (27)

—IMGT Colliers de Perles (2D representations on one
layer or two layers) (21,22)

—IMGT classes for amino acid characteristics (32)

—IMGT Colliers de Perles reference profiles (32)

3D representations

“Only Web resources examples from the IMGT Repertoire section are shown.

exist between IMGT/GENE-DB and the HGNC database
(36) and Entrez Gene (17). IMGT-GENE-DB allows a
query per gene and allele name. IMGT/GENE-DB inter-
acts dynamically with IMGT/LIGM-DB (24) to download
and display human, mouse and rat gene-related sequence
data. This is the first example of an interaction between
IMGT® databases using the concepts of classification.

Sequence databases

IMGT/LIGM-DB. IMGT/LIGM-DB (24) is the compre-
hensive IMGT® database of IG and TR nucleotide
sequences from human and other vertebrate species,
with translation for fully annotated sequences, created in
1989 by LIGM, Montpellier, France, on the Web since
July 1995. IMGT/LIGM-DB is the first and the largest
IMGT® database. In September 2008, IMGT/LIGM-DB
contained 126667 nucleotide sequences of IG and TR
from 223 vertebrate species. The unique source of data
for IMGT/LIGM-DB is EMBL-Bank (18) which shares
data with the other two generalist databases GenBank (37)
and DDBJ (38). IMGT/LIGM-DB sequence data are
identified by the EMBL/GenBank/DDBJ accession
number. Based on expert analysis, specific detailed anno-
tations are added to IMGT flat files. The Web interface
allows searches according to immunogenetic specific cri-
teria and is easy to use without any knowledge in a com-
puting language. Selection is displayed at the top of the
resulting sequences page, so the users can check their own
queries. Users have the possibility to modify their request
or consult the results with a choice of nine possibilities.
The IMGT/LIGM-DB annotations (gene and allele name
assignment, labels) allow data retrieval not only from
IMGT/LIGM-DB, but also from other IMGT® data-
bases. For example, the IMGT/GENE-DB entries provide
the IMGT/LIGM-DB accession numbers of the IG
and TR cDNA sequences that contain a given V, D, J
or C gene. The automatic annotation of rearranged

human and mouse cDNA sequences in IMGT/LIGM-
DB is performed by IMGT/Automat (39), an internal
Java tool that implements IMGT/V-QUEST (29) and
IMGT/JunctionAnalysis (30). IMGT/LIGM-DB data
are also distributed by anonymous FTP servers at
CINES (ftp://ftp.cines.fr/IMGT/) and EBI (ftp://ftp.ebi.
ac.uk/pub/databases/imgt/) and from several Sequence
Retrieval System (SRS) sites. IMGT/LIGM-DB can be
searched by BLAST or FASTA on different servers
(EBI, IGH, Institut Pasteur Paris).

Other IMGT sequence databases. IMGT/PRIMER-DB
(25) is the IMGT® oligonucleotide database on the Web
since February 2002. In September 2008, IMGT/
PRIMER-DB contained 1864 entries. The database
manages standardized information on oligonucleotides
(or Primers) and combinations of primers (Sets and
Couples) for IG and TR. These primers are useful
for combinatorial library constructions, scFv, phage dis-
play or microarray technologies. IMGT/PROTEIN-DB,
in developement, will contain the translations of the
IMGT/LIGM-DB and IMGT/GENE-DB sequences.
IMGT/MHC-DB hosted at EBI comprises IMGT/HLA
for human MHC (or HLA) and IMGT/MHC-NHP, for
MHC of non-human primates (26).

Structure database

IMGT/3Dstructure-DB is the IMGT® 3D structure data-
base, created by LIGM, on the Web since November 2001
(27). IMGT/3Dstructure-DB comprises 1G, TR, MHC,
IgSF, MhcSF and RPI with known 3D structures. In
September 2008, IMGT/3Dstructure-DB contained 1461
atomic coordinate files. These coordinate files extracted
from the Protein Data Bank (PDB) (http://www.rcsb.
org/pdb/) (40) are renumbered according to the standar-
dized IMGT unique numbering (9-11). The IMGT/
3Dstructure-DB cards provide chain details with IMGT



annotations (receptor, chain and domain description
with IMGT labels, assignment of IMGT gene and allele
names, domain delimitations and amino acid positions
according to the IMGT unique numbering, and IMGT
Colliers de Perles on one layer and two layers), contact
analysis, downloadable renumbered IMGT/3Dstructure-
DB flat files, visualization tools (Jmol and QuickPDB),
and external links. IMGT Residue@Position cards pro-
vide detailed information on the inter- and intra-domain
contacts at each residue position, based on the IMGT
unique numbering. The contacts are described per
domain (intra- and inter-domain contacts) and annotated
in terms of IMGT® labels (chain and domain), positions
(IMGT unique numbering), backbone or side-chain
implication.

IMGT® TOOLS
Gene tools

The IMGT® gene tools (genomic approach) manage the
locus organization and gene location and provide the dis-
play of physical maps for the human and mouse IG, TR
and MHC loci. They allow to view genes in a locus
(IMGT/GeneView, IMGT/LocusView), to search for
clones (IMGT/CloneSearch), or to search for genes in a
locus (IMGT/GeneSearch, IMGT/Genelnfo) based on
IMGT® gene names, functionality or localization on the
chromosome. IMGT/GeneFrequency provides a graphical
representation of the numbers of ¢cDNA and gDNA
IMGT/LIGM-DB sequences containing rearranged IG
and TR genes.

Sequence tools

The IMGT® sequence analysis tools (genetic approach)
comprise IMGT/V-QUEST (29) for the identification of
the V, D and J genes and of their mutations, IMGT/
JunctionAnalysis (30) for the analysis of the V-J and
V-D-J junctions that confer the antigen receptor specifi-
city, IMGT/Allele-Align for the detection of polymorph-
isms, IMGT/Phylogene (31) for gene evolution analyses,
and IMGT/DomainDisplay for the display of amino acid
sequences from the IMGT domain directory. IMGT/
V-QUEST (V-QUEry and STandardization) (29) is an
integrated software for IG and TR. This tool, which is
easy to use, analyses an input of up to fifty IG or TR
germline or rearranged variable nucleotide sequences.
IMGT/V-QUEST results comprise, for rearranged
sequences, the identification of the V, D and J genes and
alleles, nucleotide alignments by comparison with the
IMGT reference directory, the delimitations of the frame-
work regions (FR-IMGT) and complementarity determin-
ing regions (CDR-IMGT) based on the IMGT unique
numbering, the protein translation of the input sequences,
the result of IMGT/JunctionAnalysis, the description of
the mutations and amino acid changes of the V-REGION
and the IMGT Collier de Perles representation of the
V-DOMAIN.
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Structure tools

The IMGT® structure tools bridge the gap between
sequences and 3D structures: IMGT/DomainGapAlign
analyses amino acid sequences per domain, IMGT/
Collier-de-Perles allows to make your own IMGT
Collier de Perles, and IMGT/DomainSuperimpose
allows to superimpose two domain 3D structures from
IMGT/3Dstructure-DB.  IMGT/StructuralQuery  (27)
allows to retrieve the IMGT/3Dstructure-DB entries con-
taining a V-DOMAIN, based on specific structural char-
acteristics of the intramolecular interactions: phi and
psi angles, accessible surface area, amino acid type, dis-
tance in angstrom between amino acids, and CDR-IMGT
lengths.

IMGT® WEB RESOURCES
IMGT Repertoire

The IMGT® Web resources for genomic, genetic and
structural approaches are compiled in the sections of the
IMGT Repertoire and provide a synthetic view of data
managed in the databases and tools.

Genomics ~ Web  resources. The IMGT®  genomics
resources are compiled in the ‘Locus and genes’ section
which includes ‘Chromosomal localizations’, ‘Locus
representations’, ‘Locus description’, ‘Gene exon/intron
organization’, ‘Gene exon/intron splicing sites’, ‘Gene
tables’, ‘Potential germline repertoires’, lists of IG and
TR genes and links between IMGT®, HGNC, Entrez
Gene and OMIM, and correspondence between nomen-
clatures (1,2). The IMGT Repertoire ‘Probes and RFLP’
section provides data on gene insertion/deletion.

Genetics Web resources. The IMGT® genetics resources
are compiled in the ‘Proteins and alleles’ section which
includes ‘Alignments of alleles’, ‘Tables of alleles’,
‘Allotypes’, ‘Isotypes’, ‘Protein displays’, etc.

Structural ~ Web  resources. The IMGT®  structural
resources are compiled in the ‘2D and 3D structures’ sec-
tion which includes IMGT Colliers de Perles (21,22),
FR-IMGT and CDR-IMGT lengths, amino acid chemical
characteristics profiles (32). To appropriately analyse the
amino acid resemblances and differences between IG, TR,
MHC and RPI chains, eleven IMGT classes were defined
for the amino acid ‘chemical characteristics’ properties
and used to set up IMGT Colliers de Perles references
profiles. IMGT Colliers de Perles reference profiles allow
to easily compare amino acid properties at each position
whatever the domain, the chain, the receptor or the spe-
cies. The visualization of 3D representations of IG and TR
variable domains allows rapid correlation between protein
sequences and 3D data.

Other Web resources

In addition to the IMGT Scientific chart and IMGT
Repertoire, other major components of the IMGT®
Web resources comprise The IMGT Medical page, The
IMGT Veterinary page, The IMGT Biotechnology page,
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IMGT Education, IMGT Lexique, IMGT Aide-Mémoire,
Tutorials, IMGT Index, and external links (IMGT Bloc-
notes, The IMGT Immunoinformatics page, Interesting
links) and IMGT other accesses (SRS,MRS).

CONCLUSION

Since July 1995, IMGT® has been available on the Web at
the IMGT Home page http://www.imgt.org (Montpellier,
France). IMGT® has an exceptional response with more
than 150000 requests a month. The information is of
much value to clinicians and biological scientists in gen-
eral. IMGT® databases, tools, and Web resources are
extensively queried and used by scientists from both aca-
demic and industrial laboratories, who are equally distrib-
uted between the United States, Europe and the remaining
world. IMGT® is used in very diverse domains: (i) funda-
mental and medical research (repertoire analysis of the IG
antibody recognition sites and of the TR recognition sites
in normal and pathological situations such as autoimmune
diseases, infectious diseases, AIDS, leukemias, lympho-
mas and myelomas); (ii) veterinary research (IG and TR
repertoires in farm and wild life species); (iii)) genome
diversity and genome evolution studies of the adaptive
immune responses; (iv) structural evolution of the IgSF
and MhcSF proteins; (v) biotechnology related to anti-
body engineering (single chain Fragment variable (scFv),
phage displays, combinatorial libraries, chimeric, huma-
nized and human antibodies); (vi) diagnostics (clonalities,
detection and follow-up of residual diseases) and (vii) ther-
apeutical approaches (grafts, immunotherapy and vacci-
nology). The creation of dynamic interactions between the
IMGT® databases and tools, using Web services and
IMGT-ML, and the design of IMGT-Choreography,
represent novel and major developments of IMGT®,
the international reference in immunogenetics and
immunoinformatics.

CITING IMGT

Users are requested to cite this article and quote the
IMGT home page URL, http://www.imgt.org.
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RESUME en francais

La Leucémie Lymphoide Chronique (LLC) est la plus commune des leucémies chez l'adulte en occident. Bien
que sa cause reste inconnue, des progrés importants ont été réalisés, grice aux analyses des génes des
immunoglobulines (IG) exprimées par les cellules leucémiques. IMGT® est le systéme d'information
international en immunogénétique spécialisé dans les IG et les récepteurs T (TR). Mes objectifs étaient de
concevoir et d'intégrer au sein d’IMGT® une nouvelle composante dans le domaine médical pour corréler les
données produites dans le cadre de la LLC aux caractéristiques génétiques des 1G afin d'en extraire de nouvelles
connaissances. J'ai congu et développé un systéme d'information en accord avec les standards IMGT®, basé sur
IMGT-ONTOLOGY, dans le cadre d'une collaboration avec des cliniciens spécialistes de la LLC: il est constitué
de la base de données IMGT/CLL-DB dédiée a la gestion, d'une part de données associées aux patients, et
d'autre part des résultats issus de I'analyse détaillée des IG exprimées a la surface des lymphocytes B. Dans ce
but, j'ai intégré a la base de données le logiciel IMGT/V-QUEST, spécialisé dans I'analyse des séquences
réarrangées des IG dont j'ai amélioré les performances. J'ai intégré de nouvelles fonctionnalités en accord avec
les régles d'identification, de classification et de description dIMGT®. IMGT/V-QUEST identifie les génes V, D
et J, décrit leurs principales caractéristiques structurales, propose une analyse de leur jonction et caractérise de
fagon standardisée les mutations. Le systéme d'information validé par le 'European Research Initiative on CLL'
est utilis¢ en routine pour établir le pronostic de patients atteints de LLC, en tenant compte du taux de mutations
des genes IGHV. Ce systeme d'information constitué d'une base de données et d'un outil d'analyse peut étre
appliqué a I’étude du répertoire dans d'autres pathologies du systéme immunitaire (maladies autoimmunes,
SIDA...).

TITRE en anglais

CONCEPTION AND INTEGRATION OF AN INFORMATION SYSTEM DEDICATED TO THE
ANALYSES AND MANAGEMENT OF THE REARRANGED SEQUENCES OF ANTIGEN RECEPTORS
AT IMGT: APPLICATION TO THE CHRONIC LYMPHOCYTIC LEUKEMIA

RESUME en anglais

The Chronic Lymphocytic Leukemia (CLL) is the most common leukemia for adult in occident. Although its
etiology remains unknown, considerable progress have been achieved, thanks to the analyses of the genes of
immunoglobulins (IG) expressed by the leukemic cells. IMGT® is the international information system in
ImMunoGeneTics specialized in the IG and the T receptors (TR). My project was to conceive and to integrate
for IMGT®™ a new component in the medical domain to correlate the data produced within the framework of the
CLL, in the genetic characteristics of the IG to extract from it new knowledge. I conceived and developed an
information system in agreement with the standards IMGT", based on IMGT-ONTOLOGY, in collaboration
with clinicians who are specialists of the CLL: it is constituted by the database IMGT/CLL-DB, dedicated to the
management, on one hand of data associated to the patients and on the other hand of the results coming from the
detailed analysis of the IG expressed on the surface of lymphocytes B. In order to achieve this, I integrated the
IMGT/V-QUEST software into the database, this tool is dedicated to the analysis of rearranged sequences of IG
and has been considerably improved. I integrated new features in agreement with the rules of identification,
classification and description of IMGT®. IMGT/V-QUEST identifies the V, D and J genes, describes their main
structural characteristics, proposes an analysis of their junction and characterizes in a standardized way the
mutations. The information system validated by the 'European Research Initiative on CLL', is used there in
routine to establish the prognostic and in the continuation of the clinical research on the CLL. This information
system composed of a database and of a tool of analysis forms a coherent model for the integration of clinical
and fundamental data which can be applied to other pathologies of the immune system (diseases autoimmune,
AIDS..).
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