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Le NGS pour le séquencage des
immunoglobulines : diagnostic
et suivi des amyloses AL
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Région y-globulin/ statut
immunologique (inflammation,
infections, maladie auto-
immune, composant
monoclonal)
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VH1 8/JH1(58 84/,)

o VK1-27/IK4 (71.45%)

GGGGGACTTTCTGAGAGTCCTGGACCTCCTGTGCAA
GAACATGAAACATCTGTGGTTCTTCCTCCTCCTGGTG
GCAGCTCCCAGATGGGTCCTGTCCCAGGTGCAGCTG
CAGGAGTCGGGCCCAGGACTGGTGAAGCCTTCACAT
ACCCTGTCCCTCACGTGCACTGTCTCTGGTGGCTCCA
TCAGTAGTGGTACTTACTACTGGAGCTGGATCCGGCA
GCCCGCCGGGAAGGGACTGGAGTGGATTGGGCGTA
TCTATACCAGTGGGAGTACCAACTACAACCCCTCCCT
CAAGAGTCGAGTCACCATATCAGTTGACCCGTCCAAG
AACAAGTTCTCCCTGAAACTGAGGTCCGTGACCGCCG
CAGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGGGGGTT
GTAGTGGTGGTAGCTGCCACCACTTCCATTATTACGG
TATGGACGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACAGT
CTCCTCAGCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCC
CTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACA
GCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTC

GGGGGGGGCCTCAGGAAGCAGCATCGGAG
GTGCCTCAGCCATGGCATGGATCCCTCTCTT
CCTCGGCGTCCTTGCTTACTGCACAGGATCC
GTGGCCTCCTATGAGCTGACTCAGCCACCC
TCAGTGTCCGTGTCCCCAGGACAGACAGCC
ACCATCACCTGTTCTGGAGATAAATTGGGG
AATAAATATACTTCCTGGTATCAGCAGAAGC
CAGGCCAGTCCCCTGTACTGGTCATCTATCA
AGATAACAAGCAGCCCTCAGGGATCCCTGA
GCGATTCTCTGGCTCCAACTCTGGGAACAC
AGCCACTCTGACCATCAGCGGGACCCAGTC
TATGGATGAGGCTGACTATTACTGTCAGGC
GTGGGACACCAGCACTGTGGTATTCGGCGG
AGGGACCAAGCTGACCGTCCTAGGTCAGCC
CAAGGCTGCCCCCTCGGTCACTCTGTTCCCG
CCCTCCTCTGAGGAGCTCCAAGCCAAC
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RACE RepSeq au labo d'immunologie (CHU Limoges)

* Développée / CRIBL en collaboration avec le CNR amylose AL Amorce unlverselle 4G)
RAce PR { g —
* Recherche composante monoclonale (MO, sang, tissus) bR 1 { 1 Amarce hclo) - race
Amplification
. of ooy # V(D)
« Sur matrice ARN : &l sensibilité T Ty, »
\%{"% Amorce hC(n) nichée
A PCR 2 % % l GAM ou KL,, (+ linker)
w0 jout Tag +
< E\& E_, Adaptateur [T XXX UM GGG
e
’,__.E"'s Produit final { (T XK. UM 6666 V(D1 Gl

Lympho B/Plasmo Lympho B Plasmo

* En routine depuis juin 2021 (~ 30 prélévements / mois)
* Indications:
» Outil diagnostique -> MGRS/MGCS :
* Clone de faible abondance

* Cas incertains/compliqués (Sd POEMS, chaine lourde tronquée...)
» Suivi et MRD -> MGRS/MGCS : en cours d’évaluation...

Logiciel d’analyse bio-info « home made »
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Outil diagnostic -> MGRS / « petits » clones

-> 13 patients:

www kidney-international.org technical notes PBR S amylose AL + dFLC <50 mg/L
RNA-based immunoglobulin repertoire sequencing — iisa?el i’ﬁe"'
is a new tool for the management of monoclonal Age (years) 71 63
gammopathy of renal (kidney) significance Serum immunofixation Negative IgGK
Vincent Javaugue "“*'°, Virginie Pascal”*"'®, Sébastien Bender™”, Sarah Nasraddine®, Mathilde Dargelos ', Urine immunofixation Negative 2
Mehdi Alizadeh”, Alexis Saintamand”, Matthieu Filloux, Paco Derouault®, Sabrina Bouyer’, Estelle Desport'”, Kappa (mg/L)* 8 16
Arnaud Jaccard®®°, Frank Bridoux'*?, Michel Cogné*> and Christophe Sirac*” Lambda (mg/T)* 24 42
: FT— TR
a 2 3 W ki i Lambda/Kappa ratio* 3 2.62
100 3 ¢ z B <AL amyioidosis (n=3) b Peripheral blood flow cytometry ~ No clone ND
. § 2 9 § Il Control group (n=8) +00- Wingﬁ
g 804 3 ) 3 _ g = 3 £l . Plasma cell (%) 1 3 |
g 5 2 3 3 3 8 H [HC No clone ND
g go42 I 3 & 2 s 5 o, : A
5 s 3 @S . g X : > | Flow cytometry Noclone  NoJ clone|
= @ S Q23 g B ;7.5 £z ¢% £ k-PC clone
S 40- 2 g & 3 2§28 0083 1. =
et - &) e s 28 S & 2 o H . (I%Of
% 3 2 - $3s53:333 ol e— 1
DPTE e} % s §3822812 & & cells)
- izzsgss¢g¢8 & Cy RACE RepSeq analysis
€ 3% % E 2z g & v y
0 S e p a2 9 o Number of ) sequences 142205 176577
S I O R R R R R IR Clone IGLV1-44  IGLV1-47
Case number | Clonal sequences (%) 80 65 |
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RACE-RepSeq : Base de données d’lgMo

* 602 IgMo — chaines légeres séquencées (338 chaines Lourdes) -> Base de reference =21111 HC + 54740 LC
* 258 AL -> 145 IgMo confirmé (Anapath) > IgMo AAL183 (IGLV6-57)
« 87 POEMS -> 36 (Clinique)
* 24 PGNMID -> 19 (Anapath)
* 155 MM-MGUS-MW
e 27 Cryo A
« 22 LCPT
-« 18LCDD

% Mutation

-> Confirmation Clinique / Anapath en cours...
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IgMo-LC dans I'amylose AL :

 Prédominance VA6-57, VA2-14, VA1-44, Vk1-33....

* Prédominance certains VA <-> atteinte d’organe particuliére

* OQutils prédicteurs accessibles / web:

K‘ HIL
COMMUNICATIONS

83% prediction LICTO R

ARTICLE
Machine Iearnmg analyses of antibody somatic
mutations predict immunoglobulin light chain

toxicity

NULTIPLE MYELOMA. GAMMOPATHIES
An N-glycosylation hotspot in immunoglobulin k light chains is
associated with AL amyloidosi
Ace Nev Maria Greli™, Shvia W o

ARTICLE NetNGI C 42% AL vs 12% MM

scientific reports
VLamyPred

oren Exploring the sequence features
determining amyloidosis in human
antibody light chains

Puneet Rawat’, R. Prabakaran’, Sandeep Kumar® & M. Michael Gromiha®’

79% predlctlon

.............

x!nqges-l’oitiers..da tal

V. red = 66 ¢
(Lictor 33%) -
e NGIyw‘!Q%I

/

lgMo POEMSO001
(VA1-44 / H(40)->N)

Mutations somatiques, Hydrophobicité,
Modifications post-traductionnelles,
Score d’aggrégation

-> « Machine learning » pour prédire la
toxicité individuelle des IgMo-LC
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Outil diagnostic -> chaine lourde tronquée (amylose AH)

Chaine lourde compléte

Séquencage des chaines

v | CH2 CH3 d'Ig complétes (domaine
variable + constant)

Chaines lourdes tronquées — [] HIE CH3

)| B cH2 CH3

&)

XXX UMI GGGG V(D))
” | : Oxford
Tal e limite [ Adaptateur | Tag [linker [ESSINNINEEES V(D) NANOPORE

Technologies

théorique Illumina® - - «
d Sequence 1:300pb Séquence 2: 300pb
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__Patent | _EPS | F | PBR_________

_ _ Dépbts glomérulaires amyloides
Amylose AHy1 Pic=45g/L IgAkappa IF = Chaines lourdes y; (@ k ou A)

: Patient Séquences HC entiéres
| controle (polyclonales) .
i 90
S vl
Répartition ° »
des ol
séquences ol — T . -
d’Ig en Length
fonctionde = .1 ient a [ cH2  CH3
leur taille | 2HENtAH HC majoritaire de
120 .~ petitetaille=
-l tronquée?
o 80 4

Chaine tronquée y1 = 49% du
répertoire GAM (MO)

20 1

T
1000

Length
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Outil suivi + MRD (évaluation en cours -> ISAMYP)

« Technique de ® « RACE RepSeq (AMYDARA):
référence (MM...): ClonOSEQ
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Matrice ADN y Adaptive ‘{Matrlce ARN VA segments
CD“?-’:."egiOHSO“ymphoid HEEN '. ] ~ Inclusion
cells are gequenced by NGS o
Seauencer are dentfieg e 2
\TTA AC TAC C
CAGCTAGCATCCCAC Al [}
CATACCATAGATAGCA gj
> CACCACATERRASCATSE 0 | Post C6
£ . o t —t
— [T Nouveaudone 1T T T T I
Sk Dominant DNA sequences are associated
with malignont celis
TRACK Patient 167-34
bt s
are quantified and , , .
Frcked ovr me » Réponse hématologique (CLL) = PR
Ll s « MRD (clonoSeq) < 7 (/106 cellules saines)
Seauence e g « Discordance CLL/ MRD (ADN) -> émergence
- ™ comemane ™ - d'un nouveau clone lambda (Race RepSeq)
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Couplage spectrométrie de masse et RACE-RepSeq

T4 Fragmentation 4
Ly par digestion o % spectrométrie il )
SF0 Y enzymatique '-2"“" \é \\\\ de masse (il -
¢ — (7} ——————— m
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Fragmentation & par MS
par digestion de masse « Bottom up »
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Identificationde I'lg
monoclonale par
RaceRep Seq
confirmée par MS

Séquencage
R, haut débit

MS « Bottom up » :

Isolement des Ig + digestion tryptique

Peptides candidats clonotypiques
déduits de la séquence ADN/ARN du
clone cellulaire médullaire

Ss ~ MRD médullaire
-> En cours:

< LMD-MS (Poitiers) <-> RACE-
RepSeq (Limoges)

% RACE-RepSeq (Limoges) <—>
Entreprise SEBIA
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Labo immunogénétique CHU Limoges

Arnaud Jaccard
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Alexia Rinsant, Sihem
Kaaki, Cécile Ory, Estelle
Desport, JM Goujon, Pr
Guy Touchard

Biology of Plasma cells, Immunopathology and Cancer
BioPIC

Murielle Roussel
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