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Liste des abréviations 

5’RACE: 5’Rapid Amplification of cDNA 

Ends 

AID: Activation Induced cytidine 

Deaminase 

Ac : Anticorps 

Ag : Antigènes 

BCR : B-cell Receptor 

CDR : Complementarity Determining 

Region 

CH : Domaine constant des chaînes 

lourdes d’immunoglobulines 

CL : Domaine constant des chaînes légères 

d’immunoglobulines 

FR : Framework Region 

GalNac : N-acétylgalactosamine 

GALT : Gut-Associated Lymphoid Tissus 

ou Tissu lymphoïde associé à la muqueuse 

digestive 

Gd-IgA : Immunoglobuline A déficiente en 

Galactose 

Gd-IgA1 : Immunoglobuline A1 déficiente 

en Galactose  

HC : Heavy Chain ou Chaînes lourdes 

d’immunoglobulines 

Ig : Immunoglobulines 

IgAp : Immunoglobuline A polymérique 

IgA1p : Immunoglobuline A1 polymérique 

IgAs : Immunoglobuline A sécrétoire 

IgAN : Néphropathie à immunoglobulines A 

IGH : Locus des chaînes lourdes 

d’immunoglobulines 

IGK : Locus des chaînes légères kappa 

d’immunoglobulines 

IGL : Locus des chaînes légères lambda 

d’immunoglobulines 

LC : Light Chain ou Chaîne légère des 

immunoglobulines 

LB : Lymphocytes B 

MALT : Mucosa Associated Lymphoid 

Tissue ou Tissu lymphoïde associé aux 

muqueuses 

MS : Mass Spectrometry ou spectrométrie 

de masse 

NGS : Next Generation Sequencing 

NHEJ : Non-Homologous End Joining 

pIgR : Récepteur des Immunoglobulines 

polymériques 

RAG : Recombination Activating Gene 

VH : Domaine variable des chaînes lourdes 

d’immunoglobulines 

VL : Domaine variable des chaînes légères 

d’immunoglobulines 
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Introduction 

La reconnaissance des antigènes (Ag), par le système immunitaire adaptatif humoral, met en 

jeu des glycoprotéines exprimées par la lignée lymphocytaire B. Ces glycoprotéines sont des 

immunoglobulines (Ig), qui constituent un répertoire polyclonal, caractérisé par une grande 

diversité de récepteurs, chacun représentant une affinité particulière pour un Ag donné. Cette 

diversité résulte de plusieurs processus de réarrangements génétiques qui modifient le 

génome des lymphocytes B (LB) au cours de leur maturation, conduisant à l'expression d'une 

Ig unique pour chaque lymphocyte. Récemment, l'exploration de ces répertoires d'Ig a été 

facilitée par les avancées des technologies de séquençage haut débit. L'un des aspects les 

plus prometteurs de ces études est la possibilité d'identifier des « répertoires signatures », 

caractéristiques d’un profil immunitaire particulier.  

De telles études pourraient s’avérer particulièrement pertinentes dans le contexte de la 

néphropathie à immunoglobuline A (IgAN), où des variations dans les répertoires d'Ig au cours 

des réponses immunitaires sont susceptibles de moduler la propension des IgA à se déposer. 

Cette pathologie, marquée par des dépôts d'IgA dans les glomérules rénaux, est la forme la 

plus courante de néphropathie glomérulaire primitive et peut entraîner une insuffisance rénale 

chronique terminale, nécessitant des dialyses ou une transplantation rénale. 

Étant donné sa prévalence, son impact sur la fonction rénale et la compréhension partielle de 

sa physiopathologie, il est crucial d'élucider les mécanismes sous-jacents à la néphrotoxicité 

des IgA dans cette néphropathie. Au sein de notre laboratoire, l'analyse des répertoires d’IgA 

est actuellement réalisée à l’aide d’une technique innovante, la RACE-RepSeq sur matrice 

ARN, développée par l'unité de recherche CRIBL (Contrôle de la Réponse Immune B et 

Lymphoproliférations) en collaboration avec le centre de référence des amyloses AL et 

d'autres maladies liées aux dépôts d'Ig monoclonales. Cette approche permet d'explorer en 

détail les répertoires immunitaires, y compris dans des contextes où les techniques classiques 

d'immunobiologie se montrent limitantes. 

Parallèlement, l'émergence de nouvelles technologies de séquençage haut débit de troisième 

génération, capables de séquencer de longues séquences en un temps réduit, offrent une 

alternative prometteuse aux technologies établies comme Illumina®, limitées par la taille des 

fragments séquencés. Ces nouvelles plateformes permettent, notamment, de séquencer les 

Ig dans leur intégralité, un atout majeur pour l'étude approfondie de répertoires complexes. 

Conjointement aux avancées technologiques du séquençage à haut débit, la spectrométrie de 

masse (MS) s’impose également comme un outil clé en immunologie. Cette technologie, déjà 

utilisée pour caractériser les dépôts rénaux d’Ig de patients porteurs d’une gammapathie 

monoclonale, pourrait s’avérer complémentaire à la biologie moléculaire dans l'étude des 

pathologies polyclonales comme la IgAN.  

L’objectif de ce travail a donc été de comparer les technologies de séquençage de deuxième 

et troisième génération, respectivement Illumina® et Oxford Nanopore®, afin d'améliorer la 

caractérisation des répertoires d'Ig sériques chez les patients atteints de IgAN. En parallèle, 

nous avons exploré l'utilisation de la MS pour corréler les IgA néphritogènes des biopsies 

rénales avec les séquences d'IgA circulantes identifiées par NGS. Bien que cette approche 

soit encore en développement, l’identification des IgA néphritogènes pourrait fournir un 

biomarqueur sanguin pour le suivi des patients. Enfin, la combinaison de ces approches 

pourrait améliorer la compréhension des mécanismes physiopathologiques des maladies liées 

aux Ig néphrotoxiques, comme la IgAN. 
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I. Le système immunitaire  

Le système immunitaire se définit comme un ensemble complexe d'organes, de tissus, de 

cellules et de molécules, dont la fonction principale est d’assurer la défense de l’organisme 

contre les agressions exogènes provenant des microorganismes pathogènes et les agressions 

endogènes pouvant mener, par exemple, à la formation de tumeurs. Il se compose de deux 

systèmes de défense : l'immunité innée, présente chez tous les organismes pluricellulaires, et 

l'immunité adaptative provenant de l’évolution des vertébrés. Ces deux systèmes collaborent 

étroitement lors d'une réponse immunitaire. 

L'immunité innée, constitue la première ligne de défense face aux situations de danger 

auxquelles est confronté l’organisme. Elle mobilise notamment des cellules et des molécules 

pro-inflammatoires, mais elle ne possède pas de mémoire immunitaire, ce qui conduit à une 

réponse uniforme, indépendamment de l’agent pathogène rencontré, la rendant ainsi peu 

spécifique.  

A l’inverse, l'immunité adaptative se distingue par sa capacité d'apprentissage et de 

mémorisation, permettant une réponse ciblée à un Ag spécifique. Son activation, plus lente, 

se manifeste plus tardivement par rapport à l'immunité innée. La diversité des molécules 

effectrices de ce système dépend des pathogènes rencontrés par l’hôte au cours de sa vie. 

Les lymphocytes B et T, qui sont les cellules clés du système immunitaire adaptatif, produisent 

des récepteurs antigéniques spécifiques aux Ag du non-soi tout en épargnant les Ag du soi. 

 

I.1. Le lymphocyte B 

Les LB représentent environ 5 à 15 % des lymphocytes circulants (1) et se caractérisent par 

la présence d'Ig à leur surface appelées BCR (B-cell Receptor). Le répertoire lymphocytaire B 

est constitué par l’ensemble des LB d’un individu, chacun étant caractérisé par une Ig de 

surface unique à l’égard de la spécificité antigénique. Cette immense diversité résulte de 

recombinaisons des segments de gènes codant les chaînes lourdes et légères qui composent 

ces molécules, offrant, en théorie, la possibilité de créer plus de 1015 séquences différentes 

d’Ig chez l’Homme (2). 

 

I.1.1. Structure des immunoglobulines 

Également dénommées BCR ou anticorps (Ac) selon qu’elles soient membranaires ou 

sécrétées, les Ig sont des hétérodimères protéiques formées par l’assemblage de deux 

chaînes lourdes (HC pour Heavy Chain) identiques, reliées entre elles par des ponts disulfures 

et associées à deux chaînes légères (LC pour Light Chain) également identiques entre elles. 

Les chaînes légères sont de deux types ;     kappa (κ) ou lambda (λ), alors qu’il existe cinq 

grandes classes de chaînes lourdes (IgM, IgG, IgA, IgD et IgE) codées respectivement par les 

gènes Cμ, Cγ, Cα, Cδ et Cε, avec quatre isotypes d'IgG (IgG1, IgG2, IgG3 et IgG4) et deux 

isotypes d’IgA (IgA1 et IgA2) (1).  

Chaque chaîne HC et LC est composée d'un domaine constant et d’un domaine variable. Le 

domaine constant des chaînes légères est composé d’un segment unique (CL) alors que celui 

des chaînes lourdes (CH) comporte plusieurs segments (CH1, CH2, CH3, et CH4 pour   Cµ et 

Cε), à l’origine des fonctions effectrices de l’Ig. 
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Chaque chaîne HC et LC est également composée d'un domaine variable (VH/VL), résultat de 

réarrangement géniques complexes se produisant tout au long du développement des cellules 

B et responsables de la spécificité de l’Ig (3). Chaque domaine variable est composé de trois 

régions hypervariables appelées complementarity determining region ou CDR séparées par 

quatre régions charpentes framework region ou FR, plus conservées (Figure 1). L’association 

spatiale des régions CDR des chaînes lourdes et légères, définit le site de fixation à l’Ag.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(4) 

 

I.1.2. Organisation et réarrangement des gènes d’immunoglobulines 

La production des chaînes lourdes (locus IgH) et des chaînes légères (locus Igκ et Igλ) des Ig 

humaines résulte de réarrangements géniques complexes au sein des trois loci IgH Igκ et Igλ 

situés sur trois chromosomes différents. 

 

I.1.2.1. Loci des chaînes lourdes d’immunoglobulines 

Le locus IgH humain, localisé sur le chromosome 14, se compose d'environ 100 segments de 

gènes organisés en trois familles : 123 à 129 segments VH (pour variabilité) dont environ 45 

sont fonctionnels, répartis en sept sous-groupes (V1 à V7), 27 segments DH (pour diversité) 

et 9 segments JH (pour jonction), dont 6 sont fonctionnels (5). Ce locus inclut également 9 

régions codant pour les domaines constants (CH) des 9 classes et sous-classes d'Ig, 

disposées dans l'ordre suivant : Cμ, Cδ, Cγ3, Cγ1, Cα1, Cγ2, Cγ4, Cε, et Cα2 (Figure 2). 

 

 

 

 

 

Figure 1 : Structure d'une immunoglobuline, modifiée d'après (4) 
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Figure 2 : Locus IgH (chromosome 14q32), modifiée d’après (6) 

(6) 

 

Dans sa configuration germinale, ce locus n’est pas fonctionnel et nécessite des 

réarrangements géniques complexes permettant l'association aléatoire d'un segment VH avec 

un segment DH et un segment JH aboutissant à la formation d’un exon VDJ. Au sein du locus 

IgH, cette recombinaison génique nécessite deux grandes étapes : l'association initiale d'un 

segment JH avec un segment DH, suivie d'un réarrangement de cette association DH-JH avec 

un segment VH. Le grand nombre de segments V, D et J disponibles et les multiples 

combinaisons possibles entre ces éléments constituent la première base de la diversité des Ig 

dite « combinatoire ».  

 

Ce processus de recombinaison VDJ est initié par l'action du complexe enzymatique RAG 

(Recombination Activating Gene), spécifiquement exprimé par les cellules lymphoïdes et 

rigoureusement régulé durant le développement des LB (1). Le complexe RAG permet la 

formation d'une structure en épingle à cheveux et le clivage de l'ADN double brin au niveau 

de sites spécifiques appelés RSS (séquence signal de recombinaison) localisés en aval des 

segments V, de part et d’autre des segments D et en amont des segments J.  

La résolution des cassures induites pas le complexe RAG, est assurée par un mécanisme 

ubiquitaire de réparation de l'ADN, appelé NHEJ (Non-Homologous End Joining), qui permet 

la jonction d'extrémités non homologues et la ligation des différents segments codants (7). 

Cependant, lors des processus de recombinaison VDJ, les imprécisions de coupure induites 

par le complexe RAG, ainsi que l'action ultérieure d'exonucléases, engendrent une variabilité 

dans les zones de jonction entre les segments associés (5). On parle alors de diversité 

jonctionnelle qui contribue à accroître la diversité des Ig générées par les mécanismes de 

recombinaison. 

Ces réarrangements se déroulent au cours du développement des LB dans la moelle osseuse 

de manière indépendant de l’Ag. Ils sont initiés sur l’un des deux allèles IgH. Si le segment 

VDJ est productif, c’est-à-dire avec une région variable fonctionnelle, il permet la synthèse 

d'une chaîne lourde μ intracytoplasmique et le second allèle n’est alors pas recombiné ni 

exprimé (8). En revanche, si la tentative échoue, un nouveau réarrangement est tenté sur 

l'autre allèle et si là encore cela aboutit à un réarrangement non productif, la cellule est 

éliminée par apoptose. Le réarrangement productif d'une chaîne lourde est essentiel à la 

survie de la cellule B et à ce stade, une seule séquence recombinée sur trois est susceptible 

de coder pour une protéine fonctionnelle (8). L’ensemble de ces processus garantissent que 

chaque cellule B exprime une chaîne lourde d’Ig unique.  
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I.1.2.2. Loci des chaînes légères d’immunoglobulines 

Concernant les chaînes légères d’Ig humaines, il existe deux loci : Igκ (pour les chaînes 

légères κ) sur le chromosome 2 et Igλ (pour les chaînes légères λ) sur le chromosome 22.  

En configuration germinale, le locus Igκ, comporte 76 segments Vκ, dont une trentaine sont 

fonctionnels, regroupés en 7 familles, et 5 segments Jκ, l’ensemble codant pour la partie 

variable de la chaîne légère κ. Ce locus comporte également un segment Cκ qui code pour la 

partie constante (Figure 3a) (5). Concernant le locus Igλ humain, il comporte 73 à 74 segments 

Vλ dont une trentaine sont fonctionnels et au moins 7 à 11 gènes Cλ différents (4 à 5 sont 

fonctionnels), chacun précédé d'un gène J qui lui est propre (Figure 3b) (5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Avec des mécanismes similaires à ceux des chaînes lourdes, les chaînes légères subissent 

une recombinaison aléatoire d’un segment V avec un segment J. Ces réarrangements 

débutent sur l'un des deux allèles du locus Igκ. En cas d'échec, ils se produisent sur l'autre 

chromosome 2 puis successivement sur chacun des locus Igλ. Ce phénomène d’exclusion 

isotypique conduit à l’expression exclusive de l’isotype κ ou λ par la cellule B (9). 

L’immense diversité combinatoire et jonctionnelle des régions variables des chaînes lourdes 

et légères d’Ig est ainsi décuplée lors de l’association de ces dernières permettant la synthèse 

par chaque LB d'une Ig unique générant ainsi un vaste répertoire d'Ig différentes à partir d'un 

nombre limité de gènes. 

A ce stade, les LB qui ont réarrangé de manière productive leur locus d’Ig expriment à leur 

surface une IgM membranaire complète. On parle alors de LB « immatures », dits naïfs car 

n’ayant pas encore rencontré d’Ag spécifique. Dans l’environnement médullaire, la 

signalisation via ce BCR représente un point de contrôle essentiel de l’ontogénèse B. En effet, 

les cellules dont le BCR reconnait des éléments du « soi » exprimés à la surface des cellules 

environnantes, sont éliminées par apoptose. Ce mécanisme, appelé sélection négative, 

conduit à la disparition de 40 à 60 % des cellules B immatures potentiellement auto-réactives 

(10). 

 

Figure 3 : Loci des chaînes légères d'immunoglobulines, modifiée d'après (6) 

a. Locus Igκ (chromosome 2p12) ; b. Locus Igλ (chromosome 22q11) 
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I.2. Activation et différenciation du lymphocyte B 

Les LB « immatures » ayant réussi la sélection négative dans la moelle osseuse quittent cette 

dernière pour se diriger vers les organes lymphoïdes secondaires, tels que la rate, les 

ganglions lymphatiques et le tissu lymphoïde associé aux muqueuses (MALT). Cette étape 

d'activation et de maturation des LB en périphérie dépend de la présence d’Ag et conduit à 

leur différenciation en plasmocytes ou en cellules B mémoires spécifiques d’un Ag (11). La 

manière dont cette différenciation se produit varie en fonction de la sous-population B, du 

contexte de la rencontre avec l'Ag et de la nature de celui-ci. Par exemple, certains LB 

participent à des réponses humorales indépendantes des lymphocytes T, se différenciant 

rapidement et principalement en plasmocytes à IgM de courte durée de vie. D'autres LB, dans 

le cadre d'une réponse humorale dépendante des lymphocytes T, contribuent à la formation 

de centres germinatifs dans les organes lymphoïdes secondaires, au sein de structures 

appelées follicules. Dans ces zones hautement organisées, les loci des Ig subissent d’autres 

processus de diversification, que sont l'hypermutation somatique et la commutation isotypique, 

afin d'améliorer l'affinité des Ig pour les Ag. 

 

 

I.2.1.1. Hypermutation somatique  

Cette étape de diversification des gènes a pour but de moduler l’affinité de l’Ig pour l’Ag afin 

d'en augmenter sa spécificité. Elle résulte de l’activité de l’enzyme AID (Activation Induced 

cytidine Deaminase), décrite pour la première fois en 1999 (12). Cette enzyme « attaque » les 

régions variables des trois locus d’Ig en désaminant les cytidines en uraciles sur un ADN 

simple brin, à l’origine d’un mésappariement guanidine:uracil. Par la suite, les différents 

systèmes de réparation peu fidèles, qui interviennent pour résoudre ces mésappariements, 

introduisent des mutations ponctuelles, des insertions et/ou des délétions dans les séquences 

nucléotidiques codant les régions variables des Ig à un taux de 10-3 à 10-4 modification par 

base par division cellulaire (13), modifiant l’affinité de l’Ac pour un Ag donné.  

A la suite de ce phénomène, un système de sélection des LB exprimant une Ig d’affinité 

augmentée pour l'Ag se met en place. A l’inverse, si les modifications des régions variables 

entraînent une diminution de l’affinité de l’Ig pour l’Ag ou une altération de la structure de l’Ig, 

le lymphocyte est éliminé par apoptose. Bien que l’enzyme AID agit de manière homogène 

sur les gènes codants les parties variables de l’Ig, ce mode de sélection permet de 

comprendre la localisation préférentielle des mutations au sein des régions CDR des chaînes 

lourdes et légères d’Ig qui forment les sites de fixation à l’Ag (Figure 4). 
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(14) 

I.2.1.2. Commutation isotypique 

La commutation isotypique concerne les domaines constants des chaînes lourdes d'Ig dont 

dépendent les fonctions effectrices de l’Ig sécrétée ou Ac. A l’issue de la différenciation 

médullaire, tous les LB expriment une Ig d’isotype «    M» codée par la région constante Cμ. 

En fonction de la nature de l'Ag activateur, de l’environnement cytokinique et de divers 

signaux cellulaires, la cellule B peut exprimer une classe d’Ig différente, c'est la « commutation 

de classe » ou « commutation isotypique ». Au cours de ce processus, le gène réarrangé VDJ 

se rapproche d'un nouveau segment génique codant pour le domaine constant d'une classe 

d'Ig différente (Cγ3, Cγ1, Cα1, Cγ2, Cγ4, Cε, ou Cα2) par une recombinaison médiée, elle 

aussi, par l’enzyme AID. Cette dernière initie la recombinaison en générant une désamination 

des cytosines en uraciles au niveau de sites particuliers appelées « régions switch », 

constitués de séquences homologues répétitives et situés en amont de tous les domaines 

constants. Par la suite, différentes enzymes de réparation de l'ADN agissent en cascade pour 

achever le processus. Il en résulte une perte irréversible de tout l'ADN intermédiaire et 

notamment du segment Cμ (Figure 5) (15). 

 

 

(16) Figure 5 : Commutation isotypique, modifiée d'après (16) 

Figure 4 : Répartition des hypermutations somatiques sur 

la région variable des Ig, modifiée d'après (14) 
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Ce réarrangement permet l’expression d’une Ig aux fonctions effectrices mieux adaptées à 

l’Ag rencontré et au site anatomique de la réponse humorale mis en jeu. 

Dans le cadre d’une réponse humorale T-dépendante, un LB ayant subi une hypermutation 

somatique et une éventuelle commutation de classe achève sa maturation en plasmocyte à 

longue durée de vie ou en cellule B mémoire. 

 

I.2.2.   Différentiation terminale des lymphocytes B 

Les cellules B mémoires sont un groupe minoritaire de cellules à longue durée de vie capable 

de persister à l'état quiescent, plusieurs mois à plusieurs dizaines d'années. Elles sont à 

l’origine d'une réponse humorale dite « secondaire », caractérisée par une production d’Ig, 

majoritairement d'isotype « G » et d’affinité améliorée. Dans le cadre d’une réponse secondaire 

à un Ag, les cellules mémoires ont la capacité de reformer des centres germinatifs dans 

lesquels elles vont subir de nouveaux cycles d’hypermutation somatique, augmentant encore 

l’affinité de l’Ig pour l’Ag. 

Les plasmocytes, quant à eux, sont spécialisés dans la sécrétion d’Ac avec des taux de 

sécrétion élevés, estimés entre 2000 et 10000 molécules /seconde (17). Dans ces cellules, le 

passage de la forme d’Ig membranaire à la forme sécrétée résulte d'une modification de la 

maturation des ARN messagers. A la suite de ces processus de diversification, une partie des 

plasmocytes à longue durée de vie retourne se nicher dans la moelle osseuse. 

 

I.3. L’immunoglobuline A 

Largement représentée au niveau sérique et prédominante dans les sécrétions muqueuses, 

l’IgA joue un rôle essentiel dans la protection et le maintien de l'homéostasie des muqueuses. 

Chez l'Homme, l'IgA se divise en deux sous-classes : IgA1 et IgA2. La distinction entre ces 

deux sous-classes réside principalement dans la région charnière (partie liant les domaines 

CH1 et CH2 de la chaîne lourde) de l'IgA1, qui contient une séquence de deux répétitions de 

huit acides aminés, riche en proline, sérine et thréonine (18). Cette caractéristique confère à 

l'IgA1 une flexibilité accrue, mais la rend également plus vulnérable à la dégradation 

protéolytique, notamment par l'action de protéases bactériennes (19). 

 

I.3.1. Structure 

L’IgA existe sous différentes formes moléculaires : monomériques, polymériques et 

sécrétoires (Figure 6). 

 



Séléna TEILLAUD| Thèse d’exercice | Université de Limoges | 2024 26 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(20) 

 

 

I.3.1.1. IgA monomérique 

L'IgA monomérique, un hétérodimère protéique d'une masse moléculaire de 160 kDa, 

présente une structure similaire à celle des autres classes d'Ig, comme précédemment décrit. 

Cette forme d'IgA prédomine dans la circulation sanguine, avec une proportion d’environ 90 

% d'IgA1 pour 10 % d'IgA2 (20).  

 

I.3.1.2. IgA polymérique 

L'extrémité C-terminale du domaine CH3 des chaînes lourdes Cα est caractérisée par la 

présence d’une séquence peptidique de dix-huit acides aminés désignée sous le nom de 

"tailpiece", qui confère à l'IgA sa capacité à polymériser, via une liaison avec un petit 

polypeptide de 15 kDa appelé chaîne J. Cette dernière, identifiée chez l'Homme en 1970 (21), 

comporte huit cystéines hautement conservées, dont seulement deux participent à la formation 

de ponts disulfure avec la tailpiece (22). La polymérisation des IgA est initiée sous la forme de 

dimères, l’association des deux monomères d’IgA étant stabilisée grâce à leur liaison à la 

chaîne J. Cette liaison est à l’origine de degrés supplémentaires d’association avec d’autres 

monomères d’IgA pour former des tétramères ou des pentamères, que l’on désigne sous le 

terme générique d’IgA polymériques (IgAp). 

 

I.3.1.3. IgA sécrétoire 

Les IgAp possèdent la capacité de se lier au récepteur des Ig polymériques (pIgR), qui est 

exprimé à la surface basale des cellules épithéliales des muqueuses. Ce récepteur joue un 

rôle dans le transport spécifique des Ig polymériques à travers l'épithélium muqueux, facilitant 

Figure 6 : Représentation des différentes structures d'IgA, modifiée d’après (20) 

Tailpiece 
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leur libération dans les sécrétions. Lors de l'interaction entre l'IgAp et le pIgR, une modification 

conformationnelle de ce dernier se produit, permettant l'internalisation du complexe IgAp-pIgR 

et le transport des IgAp à travers l'épithélium jusqu'à la surface apicale de la cellule épithéliale 

(processus de transcytose). Le pIgR est alors clivé au niveau de sa portion juxta-membranaire 

qui est sensible à la protéolyse. Sa partie extracellulaire, glycosylée, reste liée à l’IgAp (en tant 

que « pièce sécrétoire », un complexe de 80 kDa) et constitue avec elle, dans la lumière 

intestinale, la forme sécrétoire de l’IgA (ou IgAs) (Figure 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(23) 

 

De plus, après la formation d'un complexe IgAs-Ag dans la lumière des muqueuses, une 

trancytose inverse peut se produire à travers les cellules M intestinales (microfold cells). Ce 

mécanisme, qui permet ainsi un convoyage des complexes IgAs-Ag vers les tissus lymphoïdes 

sous-muqueux, est essentiel pour la fonction immuno-régulatrice des IgA (24).  

Il est à noter que l'IgA polymérique, et en particulier l'IgAs, constitue la forme prédominante 

dans les muqueuses, avec une répartition d’environ 40 % d'IgA1 pour 60 % d'IgA2, bien que 

cette proportion puisse varier selon les sites anatomiques (20). 

 

I.3.1.4. Glycosylation  

La glycosylation est l'une des modifications post-traductionnelles les plus courantes et les plus 

diversifiées, exerçant toujours un impact fonctionnel significatif sur les protéines auxquelles 

elle est associée. Les IgA se distinguent des autres Ig, par un niveau élevé de glycosylation, 

ce qui influence leur stabilité, leur clairance et leurs fonctions biologiques (25,26). Les IgA 

portent des glycosylations de type O-glycanes et N-glycanes (Figure 8).  

 

Figure 7 : Transport de l’IgA par le pIgR vers la lumière des muqueuses (23) 
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(27) 

 

 

Les N-glycosylations se localisent au niveau de la chaîne lourde des deux sous-classes d'IgA, 

sous la forme de résidus glucidiques attachés à l'atome d'azote de la chaîne latérale de 

l'asparagine. L’IgA1 comporte quatre sites de N-glycosylations sur ses chaînes lourdes contre 

huit sur les chaînes lourdes de l’IgA2. Un site de N-glycosylation est également retrouvé sur 

la chaîne J et sept sites au niveau de la pièce sécrétoire (26). 

Les O-glycosylations, quant à elles, se trouvent exclusivement dans la région charnière des 

IgA1, et consistent en l'ajout d'un glucide à l'atome d'oxygène des résidus de sérine et/ou 

thréonine (26). Ce processus commence par l’addition d’une N-acétylgalactosamine (GalNac) 

liant une sérine ou une thréonine. À cette structure peut s’ajouter du galactose ou de l’acide 

sialique. L’IgA1 comporte neuf sites potentiels de O-glycosylation sur sa région charnière mais 

tous ne sont pas occupés (3 à 5 généralement). Compte tenu de la corrélation de plus en plus 

évidente entre les défauts de glycosylation de l'IgA et diverses maladies inflammatoires ou 

auto-immunes, telles que la néphropathie à IgA (IgAN), la vascularite à IgA, le lupus 

érythémateux systémique et la polyarthrite rhumatoïde, la glycosylation de l'IgA constitue 

depuis longtemps un axe central de la recherche en immunopathologie (26). 

 

I.3.2. Production  

Les IgA sont synthétisées dans les tissus lymphoïdes secondaires par des mécanismes à la 

fois dépendants et indépendants des cellules T. Les IgA sériques sont principalement 

produites par des plasmocytes médullaires, issus de réactions immunitaires enclenchées dans 

la rate ou dans les ganglions lymphatiques. Les IgA présentes dans les muqueuses, 

proviennent principalement de cellules sécrétrices d'IgA, résultant de l'activation des cellules 

B au sein des MALT. En prenant l'exemple de la muqueuse intestinale, qui constitue un site 

Figure 8 : Sites de glycosylation sur l'IgA1 et l'IgA2 (27) 
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clé de production des IgA, on parle de tissus lymphoïdes associés à l'intestin (GALT, pour Gut-

Associated Lymphoid Tissues). Dans ce contexte, les IgA sont synthétisées par des 

plasmocytes localisés dans le GALT (au niveau des plaques de Peyer, des ganglions 

lymphatiques mésentériques, des follicules lymphoïdes isolés et de l'appendice cæcal) qui se 

logent de manière privilégiée dans la lamina propria de la muqueuse de l'intestin grêle (28).  

 

I.3.3. Rôle 

L'IgA exerce de nombreuses fonctions essentielles au sein de l'organisme. Au niveau des 

muqueuses, l'IgA joue un rôle crucial dans la défense immunitaire contre les agents 

pathogènes, notamment par le biais de mécanismes tels que l'exclusion immunitaire. Ce 

mécanisme repose sur la présence d'IgAs dans la lumière des muqueuses, empêchant ainsi 

la colonisation et l'invasion par des microorganismes pathogènes. Ce processus peut être à la 

fois dépendant et indépendant de la spécificité antigénique. Dans ce dernier cas, les IgA se 

lient, via leurs glycanes, à des lectines d'origine microbienne ou végétale, inhibant leur 

adhésion à l'épithélium par un effet d'encombrement stérique et facilitant ainsi leur élimination 

via le mucus (29,30). De plus, les IgA modulent le microbiote commensal, contribuant à 

maintenir une communauté bactérienne adaptée à chaque site (31).  

En ce qui concerne les IgA sériques, elles sont capables de former des complexes immuns 

avec des Ag étrangers circulants facilitant leur élimination par le système phagocytaire (32). 

Elles possèdent également des propriétés immunomodulatrices, notamment par l’induction 

d’un signal inhibiteur après leur fixation au récepteur CD89 présent sur cellules myéloïde telles 

que les polynucléaires neutrophiles et éosinophiles, les macrophages et les cellules 

dendritiques (33). Par ailleurs, plusieurs études ont révélé que les individus présentant une 

déficience sélective en IgA ont une incidence accrue de réactions allergiques et de maladies 

auto-immunes (34).  

Enfin, il a été démontré que l'IgA joue un rôle significatif dans la régulation de la prolifération 

des érythroblastes. L'interaction des IgA1 polymériques avec le récepteur de la transferrine 

CD71, augmente la sensibilité des érythroblastes à l'érythropoïétine, accélérant ainsi le 

processus d'érythropoïèse (35). 

Cependant, pour des raisons qui demeurent encore mal comprises, les IgA peuvent 

développer des propriétés pathogènes, entraînant ainsi diverses pathologies. Par exemple, 

elles peuvent être responsables de maladies caractérisées par des dépôts d'IgA dans les 

tissus, comme c'est le cas pour la vascularite à IgA et la IgAN. Cette dernière est une 

glomérulonéphrite primitive, qui se distingue histologiquement par la présence de dépôts 

mésangiaux d'IgA dans les glomérules rénaux et elle est abordée en détail dans la section 

suivante de ce manuscrit. 
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I.4. Néphropathie à IgA  

I.4.1. Définition et épidémiologie  

La IgAN a été décrite pour la première fois en 1968 par les français J. Berger et N. Hinglais, à 

la suite de l'observation de « dépôts inter-capillaires d’immunoglobulines A » sur biopsies 

rénales (36). Cette pathologie se caractérise histologiquement par la présence de dépôts 

d’IgA, dominants ou co-dominants, et des quantités variables d'IgG et d'IgM, dans les zones 

mésangiales glomérulaires. Elle présente des manifestations cliniques variées et sa 

pathophysiologie reste, à l'heure actuelle, encore partiellement incomprise. Dans la majorité 

des cas, la IgAN est considérée comme une maladie sporadique primaire (37). Cependant, 

elle peut également survenir en tant que manifestation secondaire d'autres affections, telles 

que des maladies hépatiques, auto-immunes ou intestinales. Il est également important de 

différencier la IgAN de la vascularite à IgA, notamment lorsque cette dernière est associée à 

une atteinte rénale.  

Actuellement, la IgAN est reconnue comme la glomérulonéphrite chronique primitive la plus 

courante à l'échelle mondiale, touchant plus fréquemment les hommes que les femmes, en 

particulier les jeunes adultes (37). La prévalence de cette maladie, qui est généralement 

exprimée en pourcentage de cas de glomérulopathies primitives ou en pourcentage de 

biopsies rénales, varie selon les régions géographiques. Elle est plus répandue dans les 

populations asiatiques et dans une moindre mesure dans les populations caucasiennes par 

rapport aux populations africaines. En Europe, la IgAN représente environ 22 % de toutes les 

maladies glomérulaires diagnostiquées par biopsie rénale, tandis qu'en Asie, ce chiffre atteint 

40 % (38). En Amérique du Nord, la prévalence est estimée entre 5 et 10 %, et elle est 

inférieure à 5 % en Afrique centrale (39). En Europe, on estime l’incidence de cette maladie 

entre 15 et 40 nouveaux cas par million d'habitants par an (40). Ces variations dans la 

distribution mondiale de la IgAN peuvent être expliquées par des facteurs génétiques et 

environnementaux, ainsi que par des différences dans les pratiques de prescription des 

biopsies rénales. 

 

I.4.2. Clinique 

Il est estimé que plus d'un tiers des patients atteints de IgAN sont asymptomatiques. Ainsi, le 

diagnostic est souvent posé lors de l’exploration d'une hématurie microscopique isolée ou 

associée à une protéinurie, généralement découverte de manière fortuite (41).  

Lorsque des symptômes sont présents, ils sont souvent peu spécifiques. Le signe clinique 

classique est une hématurie macroscopique récidivante, qui apparaît généralement 24 à 48 

heures après une infection des voies respiratoires supérieures ou, moins fréquemment, après 

une infection gastro-intestinale.  

Une protéinurie de degrés variable peut également être observée, mais la survenue d'un 

syndrome néphrotique ou d'une insuffisance rénale aiguë reste rare (5% des patients) (41). 

L'hypertension artérielle est couramment retrouvée, même en l'absence d'une atteinte rénale 

avancée. Ces signes et symptômes cliniques peuvent fluctuer, avec des périodes 

d'exacerbation souvent corrélées à des infections.  

Certains patients évoluent lentement vers une insuffisance rénale chronique. La présence 

d'une protéinurie élevée (> 1 g/jour) et d'une hypertension sont généralement considérées 

comme des marqueurs de risque pour une évolution défavorable.  
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I.4.3. Physiopathologie  

La IgAN semblent être multifactorielles impliquant des perturbations du microbiote, des 

altérations de l’immunité des muqueuses, une activation des cellules B et du complément, 

ainsi que des réponses inflammatoires locales. Ces mécanismes sont également influencés 

par des facteurs génétiques et environnementaux.  

 

I.4.3.1. Hypothèse du « multi-hit » 

À la suite des recherches menées sur la physiopathologie de la néphropathie à IgA, 

l'hypothèse du « multi-hit » a été formulée, identifiant quatre mécanismes principaux (Figure 

9) (42).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(43) 

 

 

Chez les patients atteints de cette maladie, une production accrue d'IgA1 polymériques 

(IgA1p) circulantes, associée à un défaut de O-glycosylation (hit 1), a été observée (44,45). 

Ce défaut entraîne une hypogalactosylation, et dans une moindre mesure, une hyposialylation 

des IgA1. Ces IgA hypogalactosylées (Gd-IgA) ont la capacité de s'auto-agréger et de former 

Figure 9 : Physiopathologie de la IgAN, hypothèse du "multi-hit" (43) 
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des complexes IgA1-IgA1 (46), ainsi que des complexes immuns avec des IgG ou des IgA. En 

effet, les anomalies dans la biosynthèse des O-glycanes exposent les résidus terminaux de 

GalNAc, reconnus comme des épitopes du non-soi qui favorisent la production d'auto-

anticorps anti-glycanes (hit 2) (47,48), conduisant à la formation de complexes immuns 

circulants (hit 3).  

Ces complexes peuvent inclure des IgG et IgA, générées en réponse naturelle aux 

glycoprotéines présentes à la surface des pathogènes et contenant des résidus GalNAc, qui 

peuvent également réagir de manière croisée en tant qu'anticorps anti-Gd-IgA1(IgA1 

hypogalactosylées) (49). De plus, des complexes immuns peuvent se former avec le CD89 

soluble. Un défaut de glycosylation des IgA1 altère l'interaction avec ce récepteur qui, lorsqu’il 

est clivé, peut donner lieu à un complexe immun CD89soluble-Gd-IgA1 (50), dont le rôle 

potentiel dans la maladie a été démontré dans des modèles murins transgéniques exprimant 

le CD89 humain (51). 

Ces complexes immuns ont la capacité de se déposer au niveau rénal (hit 4). Ces dépôts 

résultent probablement d'interactions spécifiques entre les épitopes de ces complexes et les 

protéines de la membrane basale glomérulaire ainsi que de la matrice mésangiale, bien que 

les protéines directement impliquées demeurent mal connues. Néanmoins, dans ce contexte, 

deux récepteurs clés ont été impliqués : CD71 (le récepteur de la transferrine) et la β-1,4-

galactosyltransférase-1. Des études ont montré que le CD71 est surexprimé dans les cellules 

mésangiales des patients atteints de IgAN et semble jouer un rôle crucial en liant les Gd-IgA1. 

Cette interaction pourrait amplifier l'inflammation et la prolifération des cellules mésangiales 

(52). La β-1,4-galactosyltransférase-1 agit également comme un récepteur d'IgA, contribuant 

au dépôt et à la clairance de l'IgA (53). Il faut cependant noter que d'autres mécanismes 

physiopathologiques ont été explorés, notamment une étude récente suggérant que des auto-

anticorps IgA dirigés contre la βII-spectrine, présents dans les cellules mésangiales, pourraient 

jouer un rôle direct dans l'initiation de la maladie (54). 

Quoi qu'il en soit, le dépôt de ces complexes néphritogènes déclenche des cascades de 

signalisations inflammatoires et prolifératives, favorisant l'inflammation locale, l'expansion de 

la matrice mésangiale et la prolifération des cellules mésangiales. Ces processus aboutissent 

à une augmentation de la perméabilité glomérulaire et aux atteintes rénales observées chez 

les patients atteints d'IgAN (55). 

 

I.4.3.2. Processus inflammatoire et répercussion rénale 

Les dépôts de complexes immuns entraînent la production de médiateurs pro-inflammatoires 

et fibrotiques par les cellules mésangiales, contribuant à l'inflammation et à la fibrose dans la 

IgAN. Parmi ces médiateurs figurent le TNFα, l'IL-6 et le TGFβ. Le TNF-α agit de manière 

autocrine, stimulant sa propre production ainsi que celle de l'IL-6 par les podocytes, créant 

une boucle inflammatoire (56). De plus, l'activation des cellules mésangiales par les IgAp 

déclenche des voies de signalisations, notamment via la tyrosine kinase Syk, qui favorise leur 

prolifération et la production d'IL-6 (57). Les dépôts activent également le facteur de 

transcription nucléaire NF-κB, attirant des cellules pro-inflammatoires (56). Par ailleurs, 

l’activation du système rénine-angiotensine par les cellules mésangiales, en réponse aux 

dépôts, perturbe l'adhésion des podocytes (58).  
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Les voies alterne et des lectines du complément sont également activées, entraînant la 

production de médiateurs inflammatoires supplémentaires. L'intensité de cette activation, 

mesurée par le dépôt glomérulaire de la fraction C3, est corrélée à la gravité et à la progression 

de la maladie (59,60) .  

En résumé, ces événements, bien que non exhaustifs, augmentent la perméabilité 

glomérulaire, provoquant protéinurie et hématurie, et évoluent souvent vers une cicatrisation 

généralisée, se manifestant cliniquement par une hypertension et un déclin de la fonction 

rénale. 

 

I.4.3.3. Origine des IgA néphritogènes 

L’origine de l'augmentation des IgAp néphritogènes dans la circulation des patients atteints de 

IgAN reste incertaine. Cependant, la survenue typique d'une hématurie macroscopique après 

une infection ORL et/ou intestinale, suggère l’implication de réponses immunitaires et d’IgAp 

d’origine muqueuse. Une hypothèse propose que les cellules B, migrent vers des sites 

systémiques, notamment la moelle osseuse, et libèrent des IgAp dans la circulation (61). Dans 

ce contexte, des études ont montré une diminution des plasmocytes sécrétant des IgA1p dans 

les muqueuses, alors qu’une augmentation de ces plasmocytes a été observée dans les sites 

systémiques en particulier dans la moelle osseuse (62,63).  

Le rôle des récepteurs Toll-Like (TLR), impliqués dans les réponses immunitaires innées aux 

Ag exogènes, a été mis en évidence. La stimulation de ces récepteurs peut induire la sécrétion 

du facteur d'activation des cellules B (BAFF), favoriser l'infiltration des lymphocytes et 

augmenter la production d'IgA. Une activation excessive des TLR peut conduire à une 

surproduction de Gd-IgA1 ainsi que d'autoanticorps (43). De plus, l'inducteur de prolifération 

APRIL, un ligand apparenté à BAFF, est capable de favoriser la commutation isotypique des 

cellules B vers la production d'IgA (64). Des niveaux sériques élevés d'APRIL sont observés 

chez certains patients atteints de IgAN, et les cellules sécrétrices d'IgA1, stimulées par APRIL, 

produisent des quantités accrues de Gd-IgA1 (65). Par ailleurs, l'activation des TLR9 peut 

amplifier la production d'APRIL et d'IL-6, entraînant ainsi une surproduction de Gd-IgA1 (65). 

Plus récemment, une étude a mis en évidence le rôle du microbiote intestinal dans cette 

anomalie de glycosylation (66). Il a été observé une abondance accrue de bactéries dégradant 

la mucine dans le microbiote intestinal des patients IgAN, capables de déglycosyler les IgA1 

et de créer des néo-épitopes reconnus par des IgG. Ces bactéries semblent contribuer au 

développement du phénotype IgAN chez des souris exprimant l’IgA1 humanisée et le 

récepteur CD89. Une fois déglycosylées dans la lumière intestinale, les IgA1 traversent, à 

nouveau, l’épithélium par transcytose inverse, rejoignant ainsi la circulation avant de se 

déposer dans les glomérules rénaux de ces souris.  

Toutefois, les Gd-IgA1 peuvent également être retrouvées dans la circulation d’individus sains 

dans le cadre d’une réponse immunitaire muqueuse, ce qui suggère que la pathologie ne 

réside pas uniquement dans un défaut de glycosylation des IgAp, mais dans leur passage 

massif dans le sérum (67). 

De plus, le simple défaut de glycosylation ne suffit pas à expliquer la physiopathologie de 

l’IgAN. Par exemple, dans un modèle de souris α1KI, produisant des IgA polyclonales 

humanisées, il a été montré que la capacité des IgA à se déposer dépend principalement de 

la structure de leurs régions variables, modulées par la réponse antigénique 
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environnementale, la polymérisation des IgA et leur degré de glycosylation (68). Une autre 

étude sur un modèle de souris α1KI- AID-/- (souris exprimant des IgA humanisées et 

déficientes vis-à-vis des mécanismes de maturation de l’affinité des Ig) a révélé qu’un défaut 

de maturation d’affinité des IgA pouvait favoriser leur précipitation rénale (69). Ainsi, les 

changements du répertoire des Ig au cours des réponses immunitaires modulent la propension 

des IgA à se déposer. Une autre hypothèse évoque également un défaut génétique dans le 

mécanisme de la O-glycosylation des IgA puisque près de la moitié des parents au premier 

degré des patients atteints de IgAN présentent des niveaux élevés de Gd-IgA1 (70).  

 

I.4.4. Diagnostic  

La IgAN peut être suspectée sur la base de la présentation clinique, mais le diagnostic définitif 

repose exclusivement sur l'analyse anatomopathologique de la biopsie rénale. Une analyse 

biologique des urines est également nécessaire pour détecter la présence d’une hématurie 

(souvent microscopique) et/ou protéinurie, qui sont des marqueurs courants de la maladie. En 

revanche, les tests immunologiques sériques apportent généralement peu d'informations. Le 

dosage du complément est habituellement normal et une élévation des IgA sériques n’est 

observée que dans environ 50% des cas (71,72).  

L'examen de la biopsie rénale inclut l'utilisation de la microscopie optique et de 

l'immunohistochimie. L’analyse immunohistochimique permet d'identifier des dépôts 

granuleux ou filamenteux caractéristiques, souvent décrits sous forme de « branche d’arbre » 

ou « doigts de la main » (figure 10a), principalement situés dans la région mésangiale. Ces 

dépôts sont constitués majoritairement d’IgA1 (73), fréquemment associés à la fraction C3 du 

complément, et parfois accompagnés d’IgG ou plus rarement d’IgM.  
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a b 

Figure 10 : Analyse anatomopathologique de la ponction biopsie 
rénale d’un patient atteint de IgAN (74) 

a. Immunofluorescence : dépôts d'IgA sur le mésangium rénal ; 

b. Microscopie optique : hypertrophie mésangiale 
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Ces dépôts d'IgA, dont l'abondance varie d'un individu à l'autre, peuvent également se 

retrouver dans la paroi des capillaires glomérulaires (37).  

Morphologiquement, les lésions observées en microscopie optique sont très variées. Elles 

peuvent aller d'une hypertrophie de la matrice cellulaire mésangiale (Figure 10b) à une 

hypercellularité mésangiale, soit segmentaire et focale, soit diffuse. Ces lésions peuvent être 

associées à une prolifération cellulaire endo ou extra-capillaire (entraînant la formation de 

croissants épithéliaux), et/ou à une atteinte tubulo-interstitielle. Dans les cas avancés, ces 

lésions peuvent évoluer vers une sclérose glomérulaire irréversible (75). Nous pouvons 

souligner qu'il n'existe généralement pas de corrélation entre l'abondance des dépôts d'IgA et 

l'intensité des lésions glomérulaires. Cela signifie qu’un patient peut présenter d’importants 

dépôts d’IgA sans pour autant présenter des lésions sévères, et réciproquement. 

En raison de la grande hétérogénéité des lésions histologiques observées dans la IgAN, 

plusieurs classifications ont été proposées pour prédire l'évolution de la maladie. Parmi elles, 

la classification d'Oxford, introduite en 2009 et révisée en 2016, s'est imposée comme une 

méthode à la fois simple, reproductible et bien corrélée au pronostic clinique (76).  

 

I.4.5. Prise en charge  

Actuellement, il n'existe pas de traitement curatif pour la IgAN. Les stratégies thérapeutiques 

disponibles visent principalement à freiner ou à ralentir la progression de l’atteinte rénale par 

des mesures de néphro-protection qui incluent le contrôle de la pression artérielle. L’objectif 

est de maintenir une tension inférieure à 130/80 mmHg (ou 125/75 mmHg en cas de 

protéinurie supérieure à 1g/24h). La réduction de la protéinurie à moins de 0,5g/24h est 

également une cible importante dans la prise en charge (77).  

Pour atteindre ces objectifs, des mesures hygiéno-diététiques peuvent être mises en œuvre, 

telles que l'arrêt du tabac, l'adoption d'un régime alimentaire approprié et l'éviction de 

médicaments néphrotoxiques, tels que les anti-inflammatoires non stéroïdiens.  

Sur le plan médicamenteux, les inhibiteurs de l'enzyme de conversion et les antagonistes des 

récepteurs de l'angiotensine II, sont utilisés pour bloquer le système rénine-angiotensine afin 

de contrôler la pression artérielle et de réduire la protéinurie. Dans les cas où ces mesures 

s'avèrent insuffisantes ou en présence d'une glomérulonéphrite d’évolution rapide, des 

traitements plus agressifs comme les corticoïdes ou des immunosuppresseurs peuvent être 

envisagés.  

D'autres approches ont été explorées pour réduire la production d'IgA, comme 

l'amygdalectomie, l'adoption d'un régime sans gluten, ainsi que certains médicaments, bien 

que leur efficacité n'ait pas été démontrée de manière concluante (72,77).  

Enfin, en cas d'évolution vers une insuffisance rénale terminale, la dialyse ou la transplantation 

rénale devient nécessaire. 

Avec l'amélioration de la compréhension de la physiopathologie de la IgAN, plusieurs 

nouvelles cibles thérapeutiques ont été identifiées. De nombreuses approches sont 

actuellement à l’étude, notamment l’utilisation d’antagonistes du complément, des régulateurs 

de l’immunité humorale des muqueuses ou encore des inhibiteurs de l’inflammation. Par 

exemple, l'hydroxychloroquine, en bloquant l'activité des récepteurs de type Toll, peut moduler 

la réponse immunitaire, tandis que des anticorps ciblant APRIL visent à réduire la 

différenciation des cellules B productrices d'IgA pathologiques. Des agents comme le 

bortezomib, qui cible les cellules plasmocytaires, ainsi que des inhibiteurs du SGLT2 ou du 
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système rénine-angiotensine, déjà utilisés en néphrologie, sont également en cours 

d'évaluation. Par ailleurs, l’utilisation du budésonide encapsulé et d’inhibiteurs spécifiques du 

complément, montrent un potentiel prometteur pour réduire l'inflammation et la progression 

des lésions rénales. Ces approches innovantes pourraient ouvrir de nouvelles perspectives 

thérapeutiques dans la gestion de la maladie (78).  

 

I.5. Etude du répertoire des immunoglobulines par biologie moléculaire 

Pendant de nombreuses années, l'analyse des répertoires d'Ig était principalement réalisée 

par le biais du séquençage Sanger, qui permettait l'étude des jonctions V(D)J de la région 

variable des Ig, avec une capacité d'analyse limitée à quelques centaines de jonctions par 

expérience (79). Toutefois, le débit restreint de cette méthode ne permettait pas une 

exploration exhaustive des répertoires B.  

Plus récemment, les techniques de séquençage à haut débit, ou Next Generation Sequencing 

(NGS), ont transformé le domaine de la biologie moléculaire. Dans le contexte de l'immunité 

humorale, ces méthodes ont permis la génération de répertoires d'Ig à grande échelle, 

comprenant plusieurs millions, voire des milliards de séquences, ouvrant ainsi de nouvelles 

perspectives dans l’exploration moléculaire de l'immunité adaptative. Cette approche, qui 

consiste à séquencer les segments V(D)J des Ig d'un individu, améliore la compréhension des 

mécanismes des réarrangements géniques mis-en-jeu dans l’adaptation du système 

immunitaire humorale. Elle présente également un intérêt clinique significatif avec un large 

éventail d'applications en biologie médicale (80,81) et permet la détermination de « répertoires 

signatures » propres à un contexte immunitaire particulier (82–84).  

Au début des années 2000, plusieurs technologies NGS ont été mises au point. On peut citer 

les systèmes 454 GS FLX et GS Junior de Roche® (désormais abandonnés), ainsi que les 

plateformes Genome Analyzer, HiSeq, MiSeq et NextSeq d'Illumina®, et les technologies 

SOLiD et Ion Torrent de Life Sciences®, qui diffèrent, notamment, par la technologie mise en 

œuvre pour le séquençage en lui-même (85).  

Si on prend l’exemple de la technologie Illumina®, actuellement leader du marché, il s'agit d’un 

séquençage par nucléotides terminateurs de chaines réversibles couplés à un fluorochrome. 

La mise en œuvre de cette méthode nécessite d’abord la génération d’une librairie. Après 

extraction de la matrice (ADN ou ARN), les fragments d’intérêts sont capturés ou amplifiés par 

PCR avant d’être ligaturés à des adaptateurs spécifiques de la technologie. Une fois cette 

préparation achevée, la librairie est déposée sur la flowcell (ou puce), un support constitué de 

puits microscopiques où se déroule le séquençage. Des oligonucléotides, complémentaires 

des adaptateurs ajoutés lors de la préparation de la librairie, sont fixés à sa surface. 

L’hybridation de la librairie à ces adaptateurs est suivie d’une amplification par PCR produisant 

1000 à 2000 copies d’un même fragment d’ADN regroupées en « clusters », qui seront 

séquencées simultanément. Ce processus amplifie le signal de fluorescence émis lors de 

l’incorporation des nucléotides au sein de chaque cluster pendant le séquençage (86) (Figure 

11). 
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Les séquences obtenues avec ce type de technologie sont de petites tailles, allant de 36 à 

300 paires de base (pb) pour un séquençage à partir d’une seule extrémité (single-end). Lors 

d’un séquençage en « paired-end », les fragments sont lus séquentiellement à partir de leur 

deux extrémités et l’association des lectures « read 1 » et du « read 2 » permet de générer 

des séquences pouvant atteindre 600 pb.  

Cette technologie est réputée pour la profondeur de son séquençage (définie par le nombre 

de lectures obtenues lors de l'analyse), sa grande précision (taux d’erreur de 0,1-1%) et sa 

diversité d’applications. Cependant, comme toutes les technologies de séquençage haut débit 

de deuxième génération, elle présente une limite liée à la taille réduite des fragments 

séquencés, ce qui restreint l'analyse des génomes complexes, notamment ceux contenant de 

longs éléments répétitifs (88). 

Plus récemment, de nouvelles technologies de séquençage ont émergé, telles que SMRT de 

PacBio® ainsi que MinION, GridION et PromethION d'Oxford Nanopore Technologies®. Ces 

technologies adoptent une approche de séquençage en temps réel des molécules uniques. 

Elles permettent, ainsi, d'obtenir des lectures de plusieurs kilobases en une seule séquence 

continue, sans nécessiter l’étape d’amplification clonale de l’ADN pour la formation des 

clusters sur la flowcell. Ces caractéristiques définissent ce qu’on appelle les technologies de 

séquençage « long-read » ou de troisième génération (88). 

 

Le séquenceur MinION d'Oxford Nanopore Technologies® utilise des nanopores, c’est-à-dire 

des pores protéiques à l'échelle nanométrique. Cette configuration permet la circulation d'un 

courant ionique à travers les nanopores. Les molécules d'ADN ou d'ARN monocaténaires, 

chargées négativement, sont attirées à travers le nanopore du côté « cis » (négatif) vers le 

côté « trans » (positif). Une enzyme motrice, dotée d'une activité hélicase, est utilisée pour 

dérouler l'ADN double brin et contrôler la vitesse de passage des acides nucléiques à travers 

le nanopore, assurant ainsi une lecture progressive. Lors de la translocation des bases à 

Figure 11 : Principe du séquençage par la technologie Illumina® (87) 
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travers le pore, chaque nucléotide provoque une perturbation unique du courant ionique, 

permettant le séquençage en temps réel par mesure de ces variations (Figure 12) (89). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Comme pour les technologies de deuxième génération, la préparation d’une librairie est 

nécessaire (Figure 13a, b et c). Après extraction de la matrice (ADN ou ARN), une ligature 

d’adapteurs en forme de « Y » est effectuée. Ces adaptateurs portent à la fois la protéine 

motrice et une séquence permettant l’interaction avec la membrane pour concentrer les 

fragments près des pores (90). Plusieurs méthodes de préparation de librairie existent pour 

améliorer la précision du séquençage : la méthode « 2D » permet de lire les deux brins d'une 

molécule d'ADN bicaténaire consécutivement (Figure 13d, à gauche), tandis que la méthode 

« 1D2 » augmente la probabilité que le brin complémentaire soit capturé juste après le premier 

(Figure 13d, à droite). Enfin, la méthode « 1D », actuellement la seule méthode disponible sur 

le marché, séquence chaque brin indépendamment, bien qu'il y ait une chance que le brin 

complémentaire soit séquencé juste après (Figure 13d, au milieu).  

Ces différentes approchent offrent des précisions variables, les lectures 2D et 1D2 atteignant 

des précisions de 94 % et 95% contre 86% pour les lectures 1D (89).  

 

 

 

 

Circuit intégré à application 

spécifique (ASIC) 

Réseau sensoriel 

Membrane intégrant les 

nanopores 

Figure 12 : Principe du séquençage par la technologie Oxford nanopore ® 

sur l’appareil MinION, modifiée d’après (89) 
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Une fois la librairie obtenue, le séquençage peut commencer, et grâce à l’utilisation limitée de 

réactifs, le processus peut se prolonger de manière efficace jusqu’à l’obtention des données 

souhaitées. La flowcell peut être lavée et réutilisée pour d’autre librairie, mais sa durée 

d’utilisation est limitée à 72 heures. 

Les signaux bruts des variations de courant sont envoyés à un ordinateur, où ils sont stockés 

au format FAST5 et traduits en séquences nucléotidiques lors de l’étape de « basecalling ». 

Les séquences générées sont enregistrées au format FASTQ avec un score de qualité (Phred 

Quality score) pour chaque base et un Qscore global pour chaque lecture. 

Bien que le séquençage par nanopores présente un taux d’erreurs initial plus élevé (de 6 à 15 

%), les améliorations continuent de la chimie des réactifs, du type de nanopores, du système 

de lecture et des logiciels de basecalling, réduisent ces erreurs (89).  

En revanche, le principal avantage de cette technologie réside dans sa capacité à séquencer 

des fragments extrêmement longs en temps réel, sans besoin d’amplification préalable, évitant 

ainsi les biais et préservant des informations précieuses telles que les modifications des bases, 

comme la méthylation (91,92). De plus, le MinION se distingue par son faible coût, sa 

portabilité et sa taille compacte, ce qui en fait une technologie révolutionnaire (93). 

A Limoges, l'analyse des répertoires d'Ig est, actuellement, réalisée à l'aide d'une technique 

de séquençage haut débit sur matrice ARN, sur le principe de la « Race RepSeq », développée 

par l'équipe de recherche CRIBL en collaboration avec le centre de référence amylose AL. 

Figure 13 : Représentation des différentes méthodes de génération d'une librairie pour le 

séquençage par la technologie Oxford Nanopore®, modifiée d’après (89) 
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Utilisant la technologie Illumina®, cette méthode est employée en routine au laboratoire 

d'immunologie du CHU de Limoges, notamment pour détecter des Ig monoclonales lorsque 

les techniques immuno-biologiques classiques se révèlent peu ou pas contributives. 

L'utilisation de l’ARN comme matrice confère à cette technique une sensibilité élevée, 

particulièrement utile pour identifier des clones de faible abondance, comme dans certains cas 

de gammapathie monoclonale de significations clinique (MGCS) (94). Cette approche a 

également permis d'identifier des signatures moléculaires spécifiques dans des formes rares 

de MGCS, comme le syndrome POEMS (95).  

 

Bien que cette méthode offre une sensibilité et une profondeur de séquençage élevée, elle est 

limitée par la longueur maximale des fragments séquencés. En séquençage paired-end 

classique, il est possible d’atteindre 600pb alors que les domaines V(D)J des régions variables 

des chaînes lourdes d’Ig peuvent s’étendre jusqu’à 640pb. Pour étendre ces lectures et couvrir 

également une petite partie de la région constante, le protocole a été adapté en s’inspirant des 

lectures asymétriques imaginées par M.A. Turchaninova dans l'équipe de D.M. Chudakov, qui 

permet d'obtenir des séquences allant jusqu'à 750 pb (96). Toutefois, bien que cette approche 

permette de séquencer les régions variables dans leur intégralité, elle réduit considérablement 

la profondeur des répertoires, reste techniquement laborieuse, et ne permet pas de couvrir 

l'intégralité des domaines constant des Ig. L'émergence des technologies de troisième 

génération représente donc une alternative intéressante à la technologie Illumina® dans ce 

domaine d’application. En effet, plusieurs études récentes montrent que ces nouvelles 

technologies présentent de nombreux avantages, tels que la collecte de données en temps 

réel, des délais d'exécution réduits et des longueurs de lecture significativement plus longues 

à partir d'ADN natif ou d'ARN, permettant une évaluation plus directe et complète des 

séquences (97–100). 

Une étude récente, portant sur l'analyse des répertoires d'Ig à partir d’ADN, a démontré que 

la technologie Oxford Nanopore® offre un bon compromis entre couverture et profondeur de 

séquençage, en comparaison avec la technologie BioPac®, dont la profondeur est limitée, et 

avec Illumina® dont la couverture est restreinte (101). Ainsi, la technologie Oxford Nanopore® 

semble constituer un outil prometteur pour l'analyse des répertoires d'Ig, permettant d'obtenir 

des séquences de pleine longueur, d'élargir l'étude de ces répertoires aux domaines constants 

des Ig, tout en réduisant les délais techniques et les coûts d’analyse. 

 

I.6. Etude du répertoire des immunoglobulines par spectrométrie de masse 

La spectrométrie de masse (MS pour Mass Spectrometry), largement utilisée en 

pharmacologie et biochimie, s’ouvre à d’autres domaines d’applications, notamment en 

immuno-hématologie. Elle permet, entre autres, d’étudier les répertoires d’Ig en identifiant les 

fragments peptidiques des Ig sériques. Cette technologie représente une approche 

prometteuse pour détecter les composantes pathologiques des gammapathies monoclonales, 

ayant déjà prouvé son efficacité chez des patients dont les techniques de diagnostiques 

classiques se sont révélées négatives. En plus d’identifier l’isotype de la chaîne impliquée, la 

MS fournit des informations supplémentaires, telles que la présence de chaînes légères libres 

sous forme monomérique ou dimérique ainsi que les modifications post- traductionnelles 

(comme la glycosylation) affectant les composantes monoclonales (102,103). Plusieurs 

fournisseurs, dont Binding Site et Sebia, développent actuellement des outils basés sur la MS 

pour analyser les Ig sériques, dans l'optique de remplacer l'électrophorèse des protéines et 
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l'immunofixation pour la détection des protéines monoclonales, offrant une meilleure sensibilité 

et des analyses plus précises. 

Cette analyse peut également être réalisée sur des échantillons tissulaires. La Mayo Clinic, 

pionnière dans l’utilisation de cette méthode pour l’amylose, l’a exploitée pour typer cette 

pathologie à partir de biopsies permettant d’identifier plus de vingt types d’amylose (104). Ces 

dernières années, cette technique est d’ailleurs, considérée comme la référence en 

anatomopathologie pour le typage de l’amylose (105). 

 

I.6.1. Principe de la spectrométrie de masse   

La MS est une méthode analytique permettant de mesurer le rapport masse sur charge (m/z) 

des ions. Elle est utilisée pour des analyses qualitatives et quantitatives. Cette technique offre 

la possibilité d’identifier des composés inconnus en déterminant leur composition isotopique 

en atomes et hétéroatomes, ainsi que leur structure via l’analyse de leur profil de 

fragmentation. De plus, la MS permet la quantification précise de composés au sein 

d'échantillons complexes. 

L'analyse par MS peut être réalisée directement sur un échantillon brut ou après une étape de 

purification chromatographique. Cette dernière améliore la sensibilité de la méthode en 

réduisant les interférences provenant de protéines de masse élevée. 

 

I.6.1.1. La chromatographie liquide haute performance 

Il existe plusieurs types de chromatographie. Par exemple, dans le cas de la chromatographie 

liquide haute performance en phase inverse (Figure 14), une phase mobile polaire, est injectée 

et poussée à haute pression, à travers une colonne. Cette colonne est composée de silice 

greffée sur des chaînes alkyle, correspondant à la phase stationnaire apolaire. La phase 

mobile, ainsi que l’échantillon injecté, parcourent le système chromatographique jusqu’au 

détecteur et les analytes se séparent en fonction du degré d’interaction avec la phase 

stationnaire.  

Il est à noter que la phase mobile correspond à un mélange de deux solvants : A 

(majoritairement de l’eau) et B (majoritairement de l’acétonitrile) et lors de la chromatographie, 

ce mélange peut rester identique (élution isocratique) ou varier au cours du temps (élution par 

gradient). Dans ce dernier cas, le cycle de chromatographie commence par un certain 

pourcentage de A par rapport à B, suivi d’un changement de ce pourcentage tout au long de 

l’élution. Cela augmente l’hydrophobicité de la phase mobile et permet de séparer les analytes 

avec une large plage d'hydrophobicité en un temps court rendant cette technique plus 

performante que l’élution isocratique (106).  
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(107) 

I.6.1.2. La spectrométrie de masse 

 

Le principe général de la MS (Figure 15) repose sur une ionisation des molécules présentes 

dans un échantillon à l’aide d’une source d’ionisation dédiée. Les ions ainsi obtenus sont 

focalisés et accélérés pour accroître leur énergie cinétique, avant de passer dans un champ 

électrique où ils sont séparés selon leur rapport m/z à l’aide d’un ou plus analyseurs. Ces 

analyseurs peuvent inclure des systèmes de type quadrupole, temps de vol (TOF) ou trappe 

ionique. Une fois les ions captés par un détecteur, leur signal est amplifié puis converti en un 

spectre de masse qui représente l'intensité relative des ions en fonction de leur rapport m/z. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Il existe également des spectromètres de masse en tandem, constitués de plusieurs 

analyseurs en série, permettant de sélectionner un ion dans un spectre MS, de l’isoler, de le 

fragmenter (dans une cellule de collision) et enfin de mesurer la masse des fragments produits. 

Le spectre ainsi généré est appelé spectre de fragmentation ou spectre MS/MS. Pour une 

analyse sans a priori (analyse DDA pour Data Dependent Acquisition), le spectromètre de 

masse réalise des cycles d’une seconde pendant lesquels il acquiert un spectre MS, puis il 

Pré-traitement 
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Figure 14 : Principe de la chromatographie liquide haute performance, modifiée d'après (107) 

Figure 15 : Principe général de spectrométrie de masse 

A B 
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sélectionne les ions les plus intenses (jusqu’à 250) pour les fragmenter. Sur la durée d’une 

acquisition, le spectromètre de masse peut acquérir plusieurs milliers de spectres MS/MS 

correspondant aux composés les plus intenses. 

Les données ainsi obtenues sont retraitées par des logiciels spécifiques qui reconstruisent la 

séquence en acides aminés des peptides à partir de tous les spectres MS/MS de l’acquisition, 

puis qui comparent cette liste de séquences aux bases de données protéiques (Uniprot, NCBI) 

pour aligner les peptides expérimentaux et théoriques. Chaque protéine identifiée est 

caractérisée par le nombre de peptides alignés avec sa séquence et son taux de couverture. 
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I.7. Objectifs  

 

Cette étude s'inscrit dans le cadre du développement d'outils innovants pour explorer la 

physiopathologie de la IgAN et identifier les IgA néphritogènes impliquées dans cette maladie. 

La technologie NGS Illumina®, actuellement utilisée dans notre laboratoire pour l’exploration 

des répertoires d’Ig, présente certaines limites, notamment en ce qui concerne la taille des 

séquences obtenues et la profondeur des répertoires. Pour tenter de surmonter ces limites, 

nous nous sommes intéressés aux technologies de séquençage « long-read » et plus 

particulièrement à la technologie Oxford Nanopore®. En complément de ces approches 

génétiques, la MS apparaît, aujourd’hui, comme un outil incontournable pour la caractérisation 

des Ig pathologiques, directement dans les tissus, offrant ainsi une vision protéomique précise 

de la maladie. Le développement de cette méthode d’analyse protéomique faisait également 

partie de nos objectifs, afin de compléter les approches génétiques par une exploration directe 

des IgA dans les dépôts tissulaires. 

Ainsi, nous avons structuré notre travail en trois grandes étapes. Premièrement, nous avons 

comparé les performances des deux technologies, Illumina® et Oxford Nanopore® pour 

l'analyse des répertoires d’Ig sériques des patients atteints de IgAN. Deuxièmement, nous 

avons recherché, à partir des données obtenues avec la technologie Oxford Nanopore®, des 

signatures spécifiques à la IgAN dans les répertoires d'Ig des patients en phase aiguë de la 

maladie, en les comparant aux répertoires de volontaires sains. Enfin, nous avons initié le 

développement d'une méthode d'exploration des Ig par MS, dans le but d'identifier directement 

les IgA néphritogènes présentes dans les tissus rénaux. À notre connaissance, aucune étude 

de ce type n'a encore été effectuée, bien que des études protéomiques globales de la matrice 

extra cellulaire des glomérulaires rénaux aient déjà été réalisées à partir de biopsies de 

patients atteints de IgAN ou de modèles murins de IgAN (108–110). 

Ces trois étapes visent à élargir nos connaissances sur les mécanismes physiopathologiques 

de l'IgAN et à évaluer le potentiel de la technologie Oxford Nanopore® pour une application 

clinique au laboratoire d'immunologie du CHU de Limoges. En parallèle, nous espérons que 

l’identification des IgA néphritogènes dans le tissu rénal permettra de rechercher ces mêmes 

IgA dans les répertoires circulants, ouvrant ainsi la voie à la création d’un nouvel outil 

diagnostique et/ou de suivi des patients atteints de IgAN, afin d’améliorer la prise en charge 

et l’évaluation de l'évolution de la maladie. 

 

 



Séléna TEILLAUD| Thèse d’exercice | Université de Limoges | 2024 45 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

II. Partie expérimentale 

II.1.  Matériel et méthodes 

II.1.1. Matériel 

II.1.1.1. Echantillons sériques   

Ce travail a été effectué à partir d'échantillons de patients atteints de IgAN (groupe PA) 

provenant de l'étude ERINA, dont l’investigateur principal était le Pr. Aldigier. Cette étude avait 

pour objectif d'analyser le répertoire des Ig circulantes chez les patients souffrants de cette 

pathologie. La cohorte comprenait quarante patients, recrutés soit lors du diagnostic, soit au 

cours de leur suivi, entre janvier 2020 et mai 2021. Nous avons concentré notre analyse sur 

six échantillons de patients recrutés au moment du diagnostic afin d'examiner le répertoire des 

Ig durant la phase « active » de la maladie. Parallèlement, vingt-quatre échantillons de 

volontaires sains (groupe témoin VS) ont été fournis par le Centre d’Investigation Clinique 

(CIC) du CHU de Limoges.  

Pour tous ces échantillons, nous disposions des ARN, stockés à -80°C, qui avaient été extraits 

des prélèvements sanguins recueillis dans des tubes TEMPUS®, conçus pour la lyse cellulaire 

et la stabilisation des ARN. 

 

II.1.1.2. Reliquats de biopsies rénales 

Nous avons également récupéré, en accord avec les néphrologues du service de néphrologie 

et du comité d’éthique de l’hôpital, des reliquats de biopsies rénales de cinq patients atteints 

de IgAN dont les sérums ont été analysés. Pour constituer un groupe contrôle, nous avons 

utilisé des reliquats de biopsies rénales de cinq patients atteints d'autres pathologies, telles 

que le diabète, des vascularites ou des néphropathies interstitielles. Ces échantillons, inclus 

en O.C.T et conservés à -80°C, ont été collectés sous réserve d'une recherche de non-

opposition, permettant l'utilisation de ces prélèvements biologiques à des fins de recherche. 

 

II.1.2. Méthodes  

II.1.2.1. Séquençage par la technologie Illumina ® 

II.1.2.1.1. Préparation de la librairie 

L'amplification des régions d'intérêt a été réalisée à l'aide d'ADNc obtenu par rétro-transcription 

(technique de 5’Rapid Amplification of cDNA Ends ou 5’RACE) de l'ARN. Cette étape de 

5'RACE utilise un pool de trois amorces antisens, chacune spécifique de la région constante 

des chaînes lourdes d’Ig (Cμ, Cγ et Cα), pour générer un produit ADNc monocaténaire 

spécifique, couvrant l'ensemble du répertoire des chaînes lourdes d’Ig. En atteignant 

l'extrémité 5' du brin d'ARNm, l'enzyme (ProtoScript® II Reverse Transcriptase – NEB), qui a 

une activité de transférase terminale, ajoute une série de nucléotides identiques (quatre 

cytosines dans notre cas) à l'extrémité du brin d'ADNc nouvellement synthétisé. La présence 

d'une amorce universelle porteuse de quatre guanidines à son extrémité 3' permet à la 
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transcriptase inverse de changer de matrice et de poursuivre son extension en intégrant une 

séquence définie à l'extrémité 5' de l'ADNc nouvellement synthétisé (Figure 16).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cette séquence est ensuite utilisée comme point d'ancrage pour la PCR qui suit. Un identifiant 

moléculaire unique (UMI), une région nucléotidique dégénérée, est ajouté à l'amorce 

universelle. Cela permet d'identifier de manière unique chaque molécule d'ADNc nouvellement 

formée. L'utilisation d'UMI, qui a été décrite par de nombreuses équipes, est essentielle pour 

la qualité et la fiabilité des séquences obtenues (111,112).  

Les ADNc ont ensuite été amplifié par une PCR semi-nichée (PCR1) à l'aide d'une amorce 

sens (5'_PCR1) spécifique de l'amorce universelle et d'un pool d’amorce antisens (C(n) 

3'_PCR1) spécifique de la première région constante (CH1). Dans cette stratégie, une partie 

suffisante de la région constante est conservée pour permettre l'identification ultérieure de 

l'isotype de l'Ig (Figure 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Comme précédemment évoqué, nous avons utilisé une technique de lecture de séquençage 

« asymétrique », inspirée de la méthode développée par M.A. Turchaninova dans l'équipe de 

D.M. Chudakov (96), nous permettant de séquencer jusqu’à 750 nucléotides avec un kit 

Illumina® V2 MiSeq. Pour ce faire, nous avons généré des librairies dans lesquelles chaque 

molécule d'ARN de départ est séquencée dans les deux orientations (50/50). Une deuxième 

PCR (PCR2) est donc réalisée pour introduire des linkers Illumina® (R1 et R2) de part et 

ARNm d’Ig 

ADNc d’Ig 

Figure 16 : Etape de reverse transcription par 5'RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) 

Figure 17 : Etape de PCR semi-nichée (PCR1) 
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d'autre de chaque fragment d'ADN généré lors de la PCR1. On obtient ainsi une librairie 

contenant des séquences orientées R1-R2 et R2-R1 (Figure 18). Ces linkers correspondent 

au site d’ancrage des amorces de séquençage et sont chacun spécifique d’un adaptateur. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lors d’une troisième PCR (PCR3), les adaptateurs Illumina® (P1 et P2) et un index spécifique 

à chaque patient (index NEXTERA XT) ont été ancrés aux deux extrémités de la librairie. Ce 

processus produit une librairie dans laquelle la moitié des séquences portent l'adaptateur P1 

à l'extrémité 5' et l'adaptateur P2 à l'extrémité 3', tandis que l’autre moitié des séquences 

portent une orientation opposée (Figure 19).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ADN d’Ig provenant de la PCR1 

ADN d’Ig provenant de la PCR1 

5O% des produits de 

PCR1 orientés R1-R2 

et 50% orientés R2-R1 

ADN d’Ig issu de la 

PCR2 

Figure 18 : Orientation R1-R2 et R2-R1 de la librairie pour le séquençage asymétrique (PCR2) 

Figure 19 : Insertion des index et des adaptateurs Illumina® (PCR3) 
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II.1.2.1.2. Séquençage 

Le séquençage haut débit a été réalisé sur le séquenceur MiSeq d’Illumina® avec un kit 

Illumina® V2 MiSeq pour une lecture en paired-end. De manière à réaliser le séquençage 

asymétrique, le séquenceur a été programmé pour lire 400 pb sur le read1 et 100 pb sur le 

read 2 (Figure 20). 

 

 

 

 

 

 

 

II.1.2.1.3. Analyse bio-informatique 

Après le séquençage, une analyse bio-informatique des lectures a été effectuée. Cela implique 

un pré-traitement des données afin de convertir les données brutes en séquences d'Ig 

corrigées et annotées. Un consensus UMI minimum de 5 séquences (Molecular Identification 

Groups, MIG = 5) a été appliqué aux séquences 5'-3' et 3'-5' alignées sur 400 pb, en ne 

retenant que les séquences lues au moins cinq fois avec le même UMI. Cela permet de 

corriger les erreurs de PCR et de séquençage à conditions que celles-ci ne surviennent pas 

de manière précoce au cours des premiers cycles de PCR (Figure 21).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Amorces sens contenant les UMI (rouge) 

 

 

5’RACE 

Figure 20 : Séquençage asymétrique 

Figure 21 : Correction des erreurs de PCR par consensus des 

UMI, modifiée d'après (96) 



Séléna TEILLAUD| Thèse d’exercice | Université de Limoges | 2024 49 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

Cet outil est essentiel pour étudier les séquences VDJ d’Ig, sujettes au phénomène 

d’hypermutation somatique. En effet, les étapes d’amplification de la librairie et de séquençage 

peuvent introduire des erreurs indiscernables des mutations intrinsèques au développement 

des Ig. 

L'assemblage bio-informatique ultérieur des lectures basées sur l'UMI a généré des 

séquences de 400 pb de haute qualité couvrant les extrémités 3′ ou 5′ de l'ADNc. Dans cette 

configuration, la lecture de 100 pb est utilisée uniquement pour extraire la séquence UMI. Lors 

de l'étape d'analyse suivante, les séquences 5'-3' de 400 nucléotides ont été fusionnées avec 

le complément inverse des séquences 3'-5' de 400 nucléotides sur la base d'un UMI commun, 

avec un chevauchement de 50 pb, ce qui permettait d'obtenir des séquences paires de 

400+400 nucléotides de haute qualité, issues des molécules d'ADNc originales (Figure 22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ces séquences fusionnées ont, par la suite, été alignées à l’aide de l’outil IgBLAST, qui 

compare les séquences obtenues avec des bases de données spécifiques afin d’attribuer les 

segments germinaux V, D et J de chaque séquence d’Ig obtenue, permettant ainsi d’évaluer 

les caractéristiques qualitatives et quantitatives de l’ensemble du répertoire d’Ig. Des scores 

sur les propriétés physicochimiques de la séquence d'acides aminés, ont également été 

calculés, avec l’outil bio-informatique Alakazam pour chaque segment aligné (VH-JH, FR et 

CDR). Les propriétés analysées étaient notamment l'hydrophobicité (« gravy » pour grand 

average of hydropathicity), l’encombrement stérique des chaînes latérales (« bulk »), l'indice 

Assemble bio-informatique des 

séquences de 400pb sur un UMI commun 

Séquence d’une longueur de 

750 nucléotides 

Figure 22 : Assemblage bio-informatique des séquences de 400pb basé sur un même UMI 
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aliphatique, la polarité, la charge, ainsi que la teneur en résidus acides, basiques et 

aromatiques. 

Enfin, nous avons utilisé l’outil « Iglook », le logiciel d’analyse des répertoires d’Ig créé par 

l’équipe de l’unité fonctionnelle de bio-informatique du CHU de Limoges, pour regrouper les 

séquences corrigées portant le même segment V, le même segment J ainsi qu’un CDR3 

identique, afin d’identifier et de quantifier les différents clonotypes d’un répertoire d’Ig. Dans 

ce logiciel, les clonotypes sont représentés sur un dot plot (avec en abscisses les segments V 

et en ordonnés les segments J), matérialisés par des points dont la taille est proportionnelle à 

la proportion du clonotype dans le répertoire global obtenu (Figure 23). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En plus de ces étapes, plusieurs outils de contrôle qualité ont été appliqués à différentes 

phases de l’analyse. Cela a permis de vérifier le nombre de lectures (reads), le nombre d'UMI, 

le nombre de lectures par UMI, la qualité des séquences, de la longueur des lectures, ainsi 

que le nombre de séquences productives, entre autres.  

 

II.1.2.2. Séquençage par la technologie Oxford Nanopore®  

II.1.2.2.1. Préparation de la librairie 

Comme précédemment, la génération de la librairie a commencé par l’obtention d’ADNc via 

5’RACE à partir de l’ARN. Une amplification par PCR a ensuite été réalisée, similaire à la 

PCR1 de la librairie Illumina® mais en utilisant cette fois, un pool d’amorces spécifiques de la 

troisième région constante (CH3) des Ig avec un programme de PCR adapté. 

Pour les étapes suivantes, nous avons suivi les instructions du protocole « Ligation 

sequencing amplicons V14 (SQK-LSK114) » d’Oxford Nanopore Technologie® (Figure 24).  

 

 

 

 

 

 

Figure 23 : Représentation des clonotypes d’un répertoire d’Ig (G, A et M) sur « Iglook » 
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(113) 

 

 

 

Après avoir vérifié la quantité (minimum 200fmol par échantillon) et la pureté des échantillons, 

nous avons utilisé le kit « NEBNext® Ultra II End Repair / dA-tailing » pour préparer la ligature 

des adaptateurs. Cette étape consiste à ajouter un phosphore en 5’ et de l’adénine en 3’ de 

chaque brin d’ADN.  

Ensuite, la ligature d’un code-barre spécifique à chaque échantillon a été réalisée à l'aide de 

la ligase (NEB Blunt/TA Ligase Master Mix). Cela permettait d’identifier de manière unique 

chaque échantillon et de séquencer plusieurs échantillons sur la même flowcell. Ces codes-

barres, fournis dans le kit « Native Barcoding Kit 24 V14 » d’Oxford Nanopore® ont permis de 

traiter jusqu’à vingt-quatre échantillons. Dans notre cas nous avons séquencé dix échantillons 

par run.  

Enfin, nous avons procédé à la ligature des adaptateurs de séquençage, également inclus 

dans le kit « Native Barcoding Kit 24 V14 », à l’aide du module « NEBNext® Quick Ligation ». 

Après une étape de purification, nous avons obtenu une librairie d’une quantité comprise entre 

35 à 50 fmol dans un volume de 12µL, conformément aux recommandations du fournisseur 

pour le séquençage de fragments entre 1 et 10 kb.   

Avant de charger la librairie sur la flowcell, celle-ci doit être amorcer. De plus, Oxford 

Nanopore® recommande de contrôler la flowcell pour évaluer le nombre de pores disponibles. 

En effet, si ce nombre est inférieur au nombre minimum de pores actifs couverts par la garantie 

(soit 800 pour le MinION), le fournisseur s’engage à remplacer la flowcell dans les trois mois 

suivant l'achat.  

 

II.1.2.2.2. Séquençage et analyse bio-informatique 

Une fois la librairie préparée, nous avons chargé 75µL de cette dernière sur une flowcell 

R10.4.1 compatible avec l’appareil MinION. Le séquençage a été effectué sur une durée de 

48 heures.  

Comme pour l’analyse des séquences obtenues avec la technologie Illumina®, une étape de 

pré-traitement des données est nécessaire. Le signal brut généré par le MinION est converti 

en nucléotides (« basecalling ») à l’aide de l'outil Dorado ce qui permet d’obtenir des fichiers 

Figure 24 : Etape de préparation d'une librairie 

avec le kit « Native Barcoding Kit 24 V14 » (113) 
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FASTQ correspondant aux reads. Cette conversion nécessite des processeurs de type GPU 

pour être effectuée de manière efficace. Le logiciel Dorado permet également de démultiplexer 

les reads en fonction des barcodes et donc de l'échantillon (« démultiplexage »).  

Les fichiers FASTQ ainsi obtenus ont ensuite été analysés par un pipeline bio-infomatique. 

Lors de cette étape, toutes les séquences ont été regroupées en fonction de leur UMI et le 

consensus MIG5 a été appliqué. Les séquences consensus ont ensuite été alignées sur les 

segments germinaux à l’aide d’IgBLAST, permettant d’identifier les segments V, D, et J de 

chaque séquence ainsi que les isotypes, les sous classes d’Ig et les différentes structures de 

l’Ig (FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 et FR4). Les propriétés physico-chimiques des 

différents segments ont également été calculés avec le logiciel Alakazam. Enfin, les fichiers 

ont été chargés sur le logiciel Iglook, qui permet de regrouper les séquences en clonotypes et 

de les quantifier.  

En parallèle de ces étapes, plusieurs outils de contrôle qualité ont été appliqués à différents 

moments du processus, permettant de vérifier le nombre de reads, d'UMI, de reads par UMI, 

la qualité des séquences, la longueur des reads, et le nombre de séquences productives.  

 

II.1.2.3. Etude protéomique  

II.1.2.3.1. Préparation des échantillons  

II.1.2.3.1.1. Protocole de décellularisation 

Tout d'abord, des coupes de tissus rénaux ont été réalisées au cryostat à partir des reliquats 

des biopsies rénales d’intérêts. Nous avons ensuite procédé à une étape 

de décellularisation dont l'objectif est d'éliminer le composants cellulaires tout en préservant 

la matrice extracellulaire. Ce processus débute généralement par la lyse des membranes 

cellulaires, suivie de la séparation des composants cellulaires de la matrice extracellulaire 

réalisé par des méthodes physique, chimique, enzymatique ou une combinaison de celles-ci.  

Dans notre cas, nous avons suivi le protocole décrit par M. Narciso au sein de l'équipe de I. 

Almendros (114) qui permet une décellularisation directement effectuée sur des coupes de 

tissus fixées sur une lame de verre. Ce protocole, qui requiert peu de matériel tissulaire, est 

particulièrement adapté aux biopsies issues de la clinique, qui sont généralement de petites 

tailles. 

Le processus consiste en une série de lavages et d’incubations avec différents agents 

décellularisants, tels que l’eau ultrapure (induisant une lyse cellulaire), le désoxycholate de 

sodium (un détergent) et une solution de désoxyribonucléase (pour éliminer l'ADN).  

Pour vérifier l'efficacité de la décellularisation et s'assurer de la persistance des dépôts d’IgA, 

nous avons marqué une coupe de tissu décellularisée avec un anticorps anti-IgA humain 

reconnu par un anticorps secondaire couplé à un fluorochrome (FITC). Une coloration au DAPI 

a également été effectuée. Ces marquages ont également été réalisés sur une coupe de tissu 

non décellularisé issu du même échantillon. L'ensemble des lames a été analysé au 

microscope à épifluorescence (Nikon).  

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/decellularization
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/cytoskeleton
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II.1.2.3.1.2. Préparation à la spectrométrie de masse  

Après la décellularisation, nous avons détaché la matrice extracellulaire de la lame à l’aide 

d’un détergent. Les échantillons ont ensuite été incubés à 98°C pendant 30 minutes. Cette 

opération a été répétée trois fois. Les échantillons récoltés ont été placés dans un bain à 

ultrasons à 37Hz pendant 1 heure. Ils ont ensuite été incubés, toute la nuit à 37°C en présence 

de trypsine, une enzyme qui clive les protéines au niveau des acides aminés lysines et 

arginines. Enfin, les produits ont été dissous dans du DTT (dithiothréitol) qui brise les ponts 

disulfures.  

 

II.1.2.3.2. Chromatographie liquide haute performance  

Avant la chromatographie, les détergents présents dans les échantillons ont été éliminés à 

l’aide d’une colonne HiPPR (High Protein and Peptide Recovery, Thermo Scientific). Les 

petites molécules telles que les sels, ont également été éliminées lors d’une étape de 

« dessalage ». 

Les échantillons ont ensuite été repris dans 50µl du solvant A de la phase mobile (98% d’eau, 

2% d’acétonitrile et 0,1% d’acide formique) puis passés à travers un filtre de 0.22µm avant 

d’être injectés dans une colonne de 150µm de diamètre avec un débit de 400nL/min. La 

séparation des peptides a été effectuée par un gradient progressif de solvant B (100% 

acétonitrile et 0.1% d’acide formique) passant de 2 à 25% en 30 minutes. La chromatographie 

a été réalisée sur l’appareil nanoElute2, directement relié au spectromètre de masse (timsTOF 

Pro2 en DDA-PASEF) permettant l’analyse qualitative et quantitative des peptides.  

 

II.1.2.3.3. Spectrométrie de masse 

 Le spectromètre timsTOF Pro2 est un appareil qui associe une dimension de mobilité ionique 

(TIMS) à la spectrométrie de masse en temps de vol (TOF) à haute résolution (HR-MS).  

Les ions sont tout d’abord séparés selon leur structure tri-dimensionnelle en mobilité ionique 

(0,65 → 1,4 Vs/cm² - 100ms) puis analysés en mode DDA-PASEF ((Parallel Accumulation 

Serial Fragmentation) avec une sélection des 250 précurseurs di-chargés les plus intenses. 

Le temps de cycle est de 1,1 seconde.  

 

II.1.2.3.4. Analyse protéomique 

Les données obtenues ont été retraitées avec le logiciel ProteoScape® permettant d’aligner 

les séquences peptiques sur des banques de données protéiques, telles que Human 

Swissprot afin d’identifier les protéines correspondantes à chaque peptide. Cependant, étant 

donné que les domaines variables des Ig sont hautement diversifiés et uniques à chaque 

clone, ils sont presque impossibles à identifier via ces bases de données génériques, centrées 

sur les protéines humaines standard. 

Pour pallier cette limite, nous avons créé une base de données regroupant un très grand 

nombre de séquences d’Ig (plus de 100 000 chaînes lourdes et légères), obtenues par NGS. 

Cette base inclus les séquences des patients IgAN et des volontaires sains de notre étude, 

ainsi que celles provenant d’autres études notamment sur les gammapathies monoclonales.  
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II.1.2.4. Statistique 

Les analyses statistiques ont été effectuées à l’aide du logiciel R++. Tous les paramètres ne 

suivant pas une loi normale, nous avons utilisé le test statistique de Wilcoxon-Mann-Whitney 

pour évaluer s’il existait une différence significative entre les répertoires d’Ig sériques obtenus 

par la technologie Illumina® et ceux obtenus par Oxford Nanopore®. Le test de Wilcoxon-

Mann-Whitney a également été utilisé pour comparer les répertoires des Ig sériques des 

patients IgAN et ceux des volontaires sains. Les tests ont été considérés statistiquement 

significatif si p<0,05. 
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III. Résultats 

III.1. Etude comparative des technologies de séquençage Illumina® et Oxford 

Nanopore®  

Dans le cadre de cette étude, nous avons comparé les technologies de séquençage Illumina® 

et Oxford Nanopore® à partir des répertoires circulants issus des six échantillons sanguins 

des patients atteints de IgAN. Cette comparaison visait à évaluer à la fois les coûts financiers, 

les durées d'exécution et la qualité des répertoires d'Ig obtenus par ces deux approches. 

 

III.1.1. Comparaison des coûts financiers et des durées d'exécution 

Nous avons effectué une comparaison des coûts financiers des deux technologies. Le coût 

moyen par échantillon a été estimé en prenant en compte l'ensemble des étapes, depuis le 

prélèvement jusqu'au séquençage (Tableau 1).  

 

 

En ce qui concerne le nombre d'échantillons analysés simultanément, nous réalisons 

actuellement 16 répertoires complets (chaînes lourdes et chaînes légères traitées séparément 

pour chaque échantillon) avec le kit V2 MiSeq Illumina®. Avec la puce R10.4.1 MinION 

d’Oxford Nanopore®, qui présente une capacité de séquençage légèrement plus limitée, nous 

avons fait le choix de restreindre ce nombre d’échantillons simultanément analysés à 10 

répertoires complets. Cette limitation visait à assurer une profondeur de séquençage suffisante 

pour chacun des répertoires, garantissant ainsi une analyse de qualité. 

Malgré cette capacité de séquençage légèrement inférieure, cette première comparaison 

montre que, dans notre application, la technologie Oxford Nanopore® est légèrement moins 

coûteuse que la technologie Illumina®, en particulier si l'on prend en compte l'économie du 

temps technicien liée à la durée réduite de préparation des librairies avec la technologie 

Nanopore®.  

 Illumina® Oxford Nanopore® 

Prélèvement (tube TEMPUS) (€) 7,88 7,88 

Extraction (€) 11 11 

Réactifs préparation libraire (€) 16,79 59,2 

Dosage librairie (€) 45 Non réalisé 

Flowcell (€) 68,75 66,5 

Total coût (€) 149,42 144,58 

   

Temps de préparation de la librairie (jours) 3 2.5 

Temps de séquençage (heures) 39 48 

Total temps (jours) 4,6 4,5 

Tableau 1 : Comparaison des coûts financiers par échantillon pour les deux technologies de 

séquençage 
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De plus, la technologie Oxford Nanopore® offre l’avantage d’une grande flexibilité en ce qui 

concerne la durée du séquençage, qui peut être déterminée par l'expérimentateur. La même 

flowcell peut ainsi être utilisée plusieurs fois, avec une durée maximale d'utilisation cumulée 

de 72 heures. Dans nos premiers essais, nous avons effectué un séquençage de 48 heures, 

mais il serait possible de réduire ce temps à 36 heures afin de réutiliser la flowcell une seconde 

fois, ce qui permettrait de diminuer le coût à 111,33 euros par échantillon, pour une durée 

totale de 4 jours de préparation et de séquençage. 

Enfin, en termes de flexibilité et d'accessibilité, la technologie Oxford Nanopore® présente 

l’avantage d'une plateforme de séquençage extrêmement compacte, le MinION®, qui est à 

peine plus grand qu'une clé USB et fourni lors de l'achat du premier kit de séquençage. Cette 

portabilité permettrait de réaliser des runs plus fréquemment, ce qui se traduit par une 

réduction du temps de rendu des résultats, un atout majeur pour les analyses urgentes. 

Cependant, il convient de noter que l'analyse bio-informatique des données générées par 

Oxford Nanopore® nécessite des ressources supplémentaires par rapport à la technologie 

Illumina®, qui ne sont pas encore entièrement disponibles pour les analyses de routine au 

CHU de Limoges. 

 

III.1.2. Comparaison des résultats d’analyse des répertoires d’Ig sériques obtenus par 

Illumina® et Oxford Nanopore® 

Nous avons ensuite comparé les répertoires d'Ig obtenus avec les technologies de 

séquençage Illumina® et Oxford Nanopore® afin d'évaluer la qualité et la précision des 

séquences générées. Plus précisément, nous avons examiné le répertoire des chaînes 

lourdes d’Ig (IgG, IgA et IgM) des six patients atteints de IgAN, obtenu avec ces deux 

méthodes. Bien que le séquençage haut débit des Ig ne capture qu’une fraction limitée du 

répertoire total, ce qui peut induire des variations entre les expériences, notre objectif était de 

vérifier l'absence de biais significatifs entre les deux technologies en réalisant une analyse 

comparative sur divers paramètres. Pour cette comparaison, nous avons extrait, les données 

relatives à chaque clonotype identifié avec notre logiciel interne Iglook et calculé les moyennes 

pour chaque échantillon.  Ces données comprenaient pour chaque clonotype de chaîne lourde 

d’Ig la séquence, la longueur du domaine variable et de la région CDR3, l’assignation des 

segments VH et JH, le taux d'hypermutation somatique, l'isotype et la sous-classe, ainsi que 

les scores correspondant aux propriétés physico-chimiques de chaque chaîne. 

 

III.1.2.1. Comparaison clonotypique  

Dans un premier temps, nous avons comparé le nombre moyen de clonotypes obtenus avec 

chaque technologie à l’issue de l’analyse bio-informatique. Dans notre étude, les clonotypes 

ont été définis par le regroupement des séquences partageant les mêmes segments VH, JH 

et une région CDR3 identique. L'étape de définition bio-informatique des clonotypes permet 

d'obtenir une représentation plus précise et fonctionnelle du répertoire d'Ig, en corrigeant les 

erreurs de séquençage, en regroupant les séquences issues d'un même clone, et en 

fournissant un cadre standardisé pour comparer les échantillons. 
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Les résultats indiquent, qu’avec les paramètres que nous avons utilisés, en termes de durée 

de séquençage et de nombre d’échantillon séquencés simultanément, la technologie Oxford 

Nanopore® permettait de détecter un nombre significativement plus élevé de clonotypes 

(p<0,05) en moyenne (Figure 25).  

Nous avons ensuite examiné le nombre de clonotypes communs entre les deux technologies 

pour un même échantillon (Figure 26).  
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Figure 25 : Comparaison du nombre moyen de 

clonotypes obtenus par répertoire d’Ig 

Figure 26 : Diagrammes de Venn représentant les clonotypes communs pour chaque patient (PA) lors 

de la comparaison des répertoires issus des deux technologies. 

Les données correspondent au nombre de clonotypes détectés par le MiSeq à gauche, nombre de 

clonotypes détectés par le MinION à droite et nombre de clonotypes communs au centre. 

a.PA1 ; b.PA2 ; c.PA3 ; d.PA4 ; e.PA5 ; f.PA6. 
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En moyenne, 35,9% des clonotypes identifiés par la technologie Illumina® étaient également 

retrouvés par la technologie Oxford Nanopore® pour un même échantillon, tandis que seuls 

9,9% des clonotypes identifiés par Oxford Nanopore® étaient partagés avec Illumina®. Bien 

que ce résultat puisse paraître faible compte tenu du nombre de clonotypes, il reste, en réalité, 

satisfaisant. En effet, le séquençage haut débit du répertoire des Ig ne capture qu'une fraction 

de celui-ci, ce qui signifie que deux séquençages d’un même échantillon, même lorsqu'ils sont 

effectués avec la même technologie, ne produiront pas nécessairement les mêmes 

clonotypes. 

 

III.1.2.2. Comparaison de la répartition isotypique et de la représentation des sous-

classes d’Ig 

Nous avons analysé la fréquence des trois isotypes d’Ig (IgG, IgA et IgM) au sein de chaque 

répertoire, puis comparé les moyennes de ces fréquences entre les répertoires obtenus avec 

les deux technologies de séquençage (Figure 27). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les résultats ont révélé une répartition similaire des différents isotypes entre les répertoires 

issus des deux techniques, suggérant qu’aucune des technologies n’introduit de biais en 

faveur d’un isotype particulier. Par la suite, nous avons effectué la même comparaison pour 

les sous-classes d'IgA (Figure 28a) et d'IgG (Figure 28b). 
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Figure 27 : Comparaison de la répartition moyenne des 

isotypes d'Ig (IgG, IgA et IgM) obtenue par les technologies 

Illumina® et Oxford Nanopore® 
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Dans ce cas, des différences significatives ont été observées entre les répertoires séquencés 

par Illumina® et Oxford Nanopore®. Plus précisément, la proportion d’IgA1 était augmentée 

au détriment des IgA2 dans les répertoires obtenus avec Oxford Nanopore® par rapport à 

ceux obtenus avec Illumina®. Concernant les IgG, la sous-classe IgG3 était significativement 

moins représentée dans les répertoires obtenus avec Oxford Nanopore®. 

Ces divergences pourraient s'expliquer par l'utilisation d'outils bio-informatiques distincts pour 

l'assignation des classes et sous-classes d'Ig dans chaque technologie. En effet, pour les 

répertoires obtenus avec Illumina®, nous utilisons un outil bio-informatique développé en 

interne par l’UF de bio-informatique du CHU de Limoges, tandis que pour ceux obtenus avec 

Oxford Nanopore®, l’outil IgBLAST a été utilisé. Au total, la répartition des isotypes dans les 

répertoires issus des deux technologies est rassurante quant à l'absence de biais de 

séquençage. Cependant, les différences observées pour les sous-classes d'Ig nécessitent 

d'être confirmées après une harmonisation des outils d'analyse.  

 

III.1.2.3. Comparaison des caractéristiques des domaines variables des chaînes 

lourdes d’Ig 

Pour conclure la comparaison des répertoires obtenus avec les technologies de séquençage 

Illumina® et Oxford Nanopore®, nous avons examiné les caractéristiques des régions 

variables des chaînes lourdes d’Ig. Nous avons comparé la longueur des domaines variables 

des différents clonotypes identifiés dans les répertoires générés par chacune des technologies 

(Figure 29a) ainsi que la longueur des régions CDR3 (Figure 29b). La région CDR3, partie la 

plus variable au sein de l’Ig, joue un rôle clé dans la diversité du répertoire. De plus, la 

séquence de la région CDR3 est utilisée comme marqueur clé pour l'identification et la 

caractérisation des clonotypes. Il est donc crucial d'assurer l'absence de biais dans cette 

région lors des analyses de séquençage, afin de garantir la précision et la fiabilité des résultats. 
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Figure 28 : Comparaison de la répartition moyenne des sous-classes d'Ig 

a. Distribution des sous-classes d’IgA (IgA1 et IgA2) ; b. Distribution des sous-

classes d’IgG (IgG1, IgG2, IgG3 et IgG4) 
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L'objectif était de vérifier si l'utilisation de la technologie Illumina®, limitée en termes de 

longueur des séquences produites, introduisait un biais lors de la génération des répertoires 

en favorisant le séquençage des séquences plus courtes, malgré l'utilisation d'une stratégie 

asymétrique pour atténuer cette limite. Nos analyses n'ont cependant révélé aucune différence 

significative concernant la longueur des domaines variables ou des régions CDR3 entre les 

deux technologies. 

Par ailleurs, nous avons évalué le taux d'hypermutation somatique des domaines variables 

(Figure 30) en mesurant le pourcentage de divergence par rapport aux banques de données 

des séquences germinales.  
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Figure 29 : Comparaison de la longueur moyenne des domaines variables et des 

régions CDR3 (en AA). 

a. Longueur moyenne des domaines variables des chaînes lourdes d’Ig ; b. Longueur 

moyenne des régions CDR3  

 

Figure 30 : Comparaison du taux moyen 

d'hypermutation somatique obtenus par répertoire d’Ig 
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Aucune différence significative n'a été observée entre les répertoires obtenus par les deux 

technologies en ce qui concerne le taux moyen d'hypermutation somatique. Ce résultat est 

particulièrement rassurant, car nous craignions que la technologie Oxford Nanopore®, connue 

pour son taux d'erreur de séquençage relativement élevé, puisse introduire des artefacts de 

type hypermutation due à des erreurs de séquençage dans les répertoires générés. 

Enfin, nous avons analysé la fréquence des différentes familles de gènes VH (Figure 31a) et 

JH (Figure 31b) au sein des répertoires d’Ig afin d'évaluer un biais de séquençage de certains 

segments par rapport à d'autres. 
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Figure 31 : Comparaison de la fréquence moyenne des familles de gènes VH et JH 

des chaînes lourdes d'Ig 

a. Fréquence moyenne des gènes VH ; b. Fréquence moyenne des gènes JH 
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Si l’utilisation des familles de gènes JH n’a montré aucune différence significative, nous avons 

observé des variations significatives dans la fréquence de celles des gènes VH entre les deux 

technologies. Notamment, les familles de gènes VH1, VH4 et VH6 étaient significativement 

plus représentés (p<0,05) dans les répertoires Illumina®, tandis que la fréquence des gènes 

VH3 y était significativement inférieure (p<0,05). Bien qu'une hypothèse initiale aurait pu être 

un biais de taille favorisant les segments VH plus courts avec Illumina®, l'absence de 

différence significative dans la longueur des séquences des domaines variables entre les deux 

technologies permet d'écarter cette explication. Il est possible que ces variations soient liées 

à des différences de profondeur des répertoires, affectant la distribution des familles de gènes 

VH au sein des répertoires analysés, bien que cette hypothèse reste à confirmer. 

 

En conclusion, bien que nous ayons observé quelques différences entre les deux 

technologies, notamment en ce qui concerne la répartition des sous-classes d'Ig et la 

fréquence des familles de gènes VH, ces résultats préliminaires restent globalement 

prometteurs et suggèrent que la technologie Oxford Nanopore® est un outil pertinent pour 

l'analyse des répertoires d'Ig, sans qu’aucun biais majeur n’ait été détecté dans la génération 

des séquences. De plus, l'utilisation d’Oxford Nanopore® présente l'avantage d'un coût réduit 

et permet le séquençage de l'intégralité de la chaîne d'Ig, incluant non seulement la région 

variable mais également la région constante, qui pourrait elle aussi jouer un rôle dans la 

physiopathologie de certaines maladies liées à des Ig pathogènes. Ces observations 

nécessitent toutefois d’être approfondies et validées sur d’autres types de répertoires, en 

particulier oligoclonaux et monoclonaux, et avec un plus grand nombre échantillons. 

La première partie de notre travail nous a ainsi conforté dans l'idée que les résultats issus de 

la technologie Oxford Nanopore® pouvaient être utilisés de manière fiable pour la suite de 

cette étude qui concerne la comparaison des répertoires d'Ig circulants des patients de IgAN 

à ceux des contrôles.  
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III.2. Etude comparative des répertoires d’Ig circulantes de patients IgAN avec ceux 

des volontaires sains 

La deuxième partie de cette étude porte sur l'analyse du répertoire des Ig sériques chez des 

patients atteints de IgAN, obtenu avec la technologie Oxford Nanopore®. Ces répertoires ont 

été analysés chez six des quarante patients inclus dans l'étude ERINA, une étude pilote 

menée par le Pr Aldigier, visant à explorer les répertoires d'IgA au cours de la néphropathie à 

dépôts d’IgA. L'étude ERINA, qui comprenait quarante prélèvements sanguins de patients et 

quarante prélèvements de volontaires sains, avait déjà permis une première exploration des 

répertoires d'Ig à l'aide de la technologie Illumina®. Les résultats préliminaires n'avaient révélé 

que peu de différences entre les répertoires des patients et des contrôles, à l'exception d'une 

proportion plus élevée d'IgG2 chez les patients IgAN. 

Dans cette nouvelle étude, nous avons sélectionné uniquement les six patients (PA) inclus au 

moment du diagnostic de l'IgAN, pour lesquels nous disposions d’un prélèvement sanguin 

mettant en évidence une atteinte rénale ou de signes cliniques liés aux dépôts d’IgA, et les 

avons comparés à six volontaires sains (VS) également issus de l'étude ERINA. L'objectif était 

d'explorer plus en détail le répertoire des Ig sériques en utilisant la technologie Oxford 

Nanopore® afin d'évaluer si, comme mentionné précédemment, dans certaines études, les 

domaines variables des IgA pouvaient influencer leur propension à se déposer dans les 

glomérules rénaux. 

III.2.1. Comparaison clinique et biologique des patients et volontaires sains inclus 

dans notre étude 

Dans un premier temps, nous avons recensé les caractéristiques cliniques et biologiques des 

patients (PA) et volontaires sains (VS) inclus dans notre étude (Annexe 1) et les avons 

comparées afin d'identifier d'éventuels biais entre les 2 groupes (Tableau 2).  

 

 VS PA p-value 

Age (années) 28,5 30,4 0,93 

Femme (nombre) 0 2 
0,14 

Homme (nombre) 6 4 

Lymphocytes (g/L) 1,87 2,05 1 

IgG (g/L)  12,18 9,72 0,05 

IgA (g/L)  2,38 3,48 0,18 

IgM (g/L)   1,22 0,99 0,82 

Pression artérielle systolique 129,67 133,75 1 

Pression artérielle dystolique 79,17 71,5 0,83 

DFG (mL/min)                                    120,83 93,17 0,52 

Créatinine (µmol/L)                            86,67 142,17 0,40 

 

Tableau 2 : Données clinico-biologiques des patients et des volontaires sains inclus dans notre étude 
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Aucune différence significative n'a été observée concernant l'âge moyen des participants entre 

les deux groupes. Bien que la répartition des sexes montre une proportion plus élevée 

d'hommes dans le groupe VS par rapport au groupe PA, cette différence n'est pas 

statistiquement significative (Test de Fisher, p = 0,14). 

Les concentrations sériques des lymphocytes ainsi que celles des IgG, IgA et IgM ne diffèrent 

pas de manière significative entre les deux groupes. Il convient de noter qu'un seul patient 

(PA3) présente une élévation des IgA sériques, un phénomène fréquemment observé chez 

environ 50 % des individus atteints de IgAN. De plus, deux patients (PA2 et PA3) présentaient 

une hypertension artérielle, un symptôme souvent associé à la IgAN. Cependant, aucune 

différence significative n'a été relevée concernant les pressions artérielles systoliques et 

diastoliques entre les deux groupes. 

La fonction rénale a été évaluée à l'aide du débit de filtration glomérulaire (DFG) et des taux 

de créatininémie. Deux patients (PA2 et PA4) présentent une insuffisance rénale, et la majorité 

des patients montraient des taux de créatininémie élevés, en accord avec la présentation 

clinique de l'IgAN, caractérisée par une atteinte rénale fréquente. Toutefois, aucune différence 

statistiquement significative n'a été identifiée entre les deux groupes pour ces paramètres. 

En conclusion, les groupes VS et PA apparaissent globalement comparables, aucune 

différence significative n'ayant été observée pour les paramètres étudiés. Néanmoins, une 

plus grande hétérogénéité est observée au sein du groupe des patients atteints de IgAN, 

reflétant la variabilité clinique de cette pathologie. 

 

III.2.2. Comparaison des répertoires d’Ig circulantes et recherche de « signatures » de 

la IgAN 

Pour cette partie, nous avons caractérisé le répertoire des chaînes lourdes des Ig sériques 

(IgG, IgA et IgM) généré à l'aide de la technologie Oxford Nanopore® chez les six patients 

nouvellement diagnostiqués pour une IgAN en utilisant les différents paramètres fournis par 

l'outil Iglook. Ces résultats ont ensuite été comparés à ceux des six volontaires sains, analysés 

dans les mêmes conditions.  

Afin d’assurer la comparabilité des répertoires, nous avons vérifié que le nombre moyen de 

clonotypes ne présentait pas de différence significative entre les deux groupes (Figure 32). 
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III.2.2.1. Proportion des isotypes et des sous-classes d’Ig 

Nous avons débuté cette étude par l'analyse de la répartition des isotypes d'Ig entre les deux 

groupes. Pour cela, nous avons comparé la fréquence moyenne de chaque isotype au sein de 

chaque répertoire. Aucune différence significative n'a été observée entre les deux groupes 

(Figure 33).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Une analyse similaire a été réalisée sur les sous-classes d'IgA (Figure 34a) et d'IgG (Figure 

34b), et là encore, aucune différence significative n'a été détectée. Ces observations diffèrent 

des résultats de l’étude menée par Xi Zhang et al. (115), qui avaient identifié une proportion 
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Figure 32 : Comparaison du nombre moyen de 

clonotypes dans les répertoires d’Ig des patients 

atteints de IgAN et des volontaires sains 

Figure 33 : Comparaison de la fréquence moyenne des isotypes d'Ig dans 

les répertoires d’Ig des patients atteints de IgAN et des volontaires sains 
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plus élevée d’IgA et d’gG chez les patients IgAN comparativement aux contrôles, ainsi qu’une 

proportion plus faible d’IgM suggérant un phénomène de commutation isotypique plus marqué 

dans cette population.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En ce qui concerne les sous-classes d'Ig, une tendance à une fréquence plus élevée d'IgG2 a 

été observée chez les patients, tandis que la proportion d'IgG1 est légèrement inférieure à 

celle des volontaires sains. 

 

III.2.2.2. Domaines variables des chaînes lourdes d’Ig 

Nous avons ensuite étudié la partie variable des chaînes lourdes d’Ig en comparant 

notamment la taille globale de ces domaines (Figure 35a) ainsi que celle des régions CDR3 

(Figure 35b). La taille des CDR3 est un paramètre variable au sein d’un répertoire d’Ig et peut 

être influencée par le contexte immunitaire. Dans notre étude, nous n’avons pas observé de 

différences significatives concernant la taille moyenne des domaines variables et des régions 

CDR3 entre les deux groupes.  
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Figure 34 : Comparaison de la fréquence moyenne des sous-classes d'Ig dans les répertoires 

d’Ig des patients atteints de IgAN et des volontaires sains 

a. Sous-classes IgA1 et IgA2 ; b. Sous-classes IgG1, IgG2, IgG3 et IgG4 
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Nous avons également évalué le taux d’hypermutation somatique afin de vérifier si un défaut 

de maturation d’affinité des IgA, précédemment décrit chez les patients atteints de IgAN, était 

présent. Cependant, le taux moyen d’hypermutation somatique s’est avéré identique dans les 

deux groupes (Figure 36) que ce soit pour l'ensemble des répertoires ou pour les IgA1 

spécifiquement.  

Ces résultats contrastent, à nouveau, avec ceux de Xi Zhang et al. (115), qui ont rapporté une 

taille réduite des CDR3 chez les patients atteints d'IgAN associé à une moindre diversité de 

ces régions pouvant être à l’origine d’une efficacité réduite de la réponse immunitaire 

adaptative.   
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Figure 35 : Comparaison de la longueur moyenne des domaines variables et des régions CDR3 d'Ig dans 

les répertoires d’Ig des patients atteints de IgAN et des volontaires sains 

a. Longueur moyenne des domaines variables d’Ig ; b. Longueur moyenne des régions CDR3 d'Ig 

 

Figure 36 : Comparaison des taux d'hypermutation somatique 

des chaînes lourdes d’Ig dans les répertoires des patients 

atteints de IgAN et des volontaires sains 
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Par la suite, nous nous sommes intéressés à la répartition des familles de gènes VH (Figure 

37a) et JH (Figure 37b) entre les patients et les volontaires sains afin d’identifier d'éventuelles 

différences dans l'utilisation de ces gènes qui pourrait être lié à la capacité des IgA1 à se 

déposer dans cette pathologie. Les familles de gènes VH et JH regroupent des segments 

présentant des similitudes de séquence, permettant d'analyser les préférences d'utilisation des 

gènes à un niveau plus global que celui des allèles. 
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Figure 37 : Comparaison de la fréquence moyenne des familles de gènes VH et JH dans les 

répertoires d’Ig des patients atteints de patients atteints de IgAN et des volontaires sains 

a. Fréquence moyenne des gènes VH ; b. Fréquence moyenne des gènes JH 
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L’analyse des fréquences des familles de gènes VH et JH, a révélé une différence significative 

uniquement pour la répartition des gènes VH2 (p<0,05) avec une fréquence significativement 

plus faible de ces segments dans le groupe PA par rapport aux VS.  

De plus, nous avons observé des tendances non significatives vers une utilisation accrue des 

familles de gènes VH3 et JH6 dans les répertoires des patients, ainsi qu'une légère réduction 

de l'utilisation des familles de gènes VH1 et JH3. Ces tendances sont, cette fois, en accord 

avec les observations de l'étude de Xi Zhang et al. (115) qui avaient mis en évidence ces 

différences (en ce qui concerne les familles VH1, JH3 et JH6) de manière significative. 

Étant donné que les dépôts d'IgA dans la IgAN sont principalement de type IgA1, nous avons 

effectué une analyse spécifique en filtrant les répertoires sur cette sous-classe. Les différences 

significatives observées concernaient également la répartition des familles de gènes VH 

(Figure 38). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En effet, une utilisation significativement plus élevée de la famille de gènes VH3 dans le groupe 

PA, tandis que l'utilisation de la famille de gènes VH1 était significativement réduite. Ces 

résultats confirment la tendance déjà observée dans l'analyse des répertoires complets. En 

revanche, la fréquence significativement plus élevée de la famille de gènes VH2 observés 

dans le groupe PA n’a pas été retrouvée dans cette analyse spécifique.  

 

III.2.2.3. Caractérisation des propriétés physico-chimiques des chaînes lourdes 

d’immunoglobulines 

Nous avons ensuite comparé les propriétés d’hydrophobicité (Gravy), d’encombrement 

stérique des chaînes latérales (Bulk), l’indice aliphatique, la polarité, la charge, ainsi que la 

teneur en résidus acides, basiques et aromatiques entre les deux groupes. Cette analyse a 

été réalisée en calculant la moyenne pour l’ensemble des clonotypes de chaque répertoire de 

ces propriétés en considérant, d’une part, la région variable entière de la chaîne lourde (VH), 

et d’autre part, les régions FR 1 à 4 et les régions CDR 1 à 3 de manière indépendante. 
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Figure 38 : Comparaison de la fréquence moyenne des familles de gènes VH 

spécifiquement dans les répertoires IgA1 dans les répertoires des patients 

atteints de patients atteints de IgAN et des volontaires sains 
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Nos résultats ont montré des différences significatives entre les deux groupes uniquement 

pour l’hydrophobicité, l’encombrement stérique, l’indice aliphatique et la charge (Figure 39). 

Les résultats liés aux autres propriétés analysées, qui ne montraient pas de différences 

significatives, ne seront pas détaillées ici, mais sont disponibles en Annexe 2. 
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Nous avons observé une hydrophobicité significativement plus élevée dans la région FR1 des 

Ig du groupe PA par rapport au groupe VS (Figure 39a). Par ailleurs, le score moyen 

d'encombrement stérique "Bulk" est significativement plus faible dans la région CDR2 des 

patients comparativement aux volontaires sains (Figure 39b), indiquant un encombrement 

stérique réduit des chaînes latérales dans cette région. L'indice aliphatique moyen s'est 

également avéré significativement plus élevé dans la région FR1 des répertoires d'Ig des 

patients (Figure 39c). Il est intéressant de noter qu’un indice aliphatique élevé est 

généralement associé à une plus grande stabilité thermique des protéines. Enfin, bien que la 

0

0,5

1

A
li

p
h

a
ti

c

VS PA

ns 

ns 

ns 
ns ns 

ns 

ns 

* c. 

-1

-0,5

0

0,5

1

1,5

C
h

a
rg

e

VS PA

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 
ns 

ns 

d. 

Figure 39 : Comparaison des propriétés physico-chimiques des segments variables des 

chaînes lourdes VH et des régions FR et CDR 

a. Score « Gravy » ; b. Score « Bulk » ; c. Score « Aliphatic » ; d. Score « Charge » 
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charge moyenne des régions FR1 des patients soit retrouvée plus faible que celles des 

volontaires sains, cette différence n'était pas significative (Figure 39d). 

L'impact potentiel de ces variations sur la structure et la pathogénicité des Ig reste à 

déterminer. Cependant, en se basant sur des observations dans le domaine des maladies de 

dépôts d’Ig, il est plausible que certaines propriétés physico-chimiques des domaines 

variables des Ig modifient leur conformation, et influençant ainsi leur capacité à se déposer 

dans les tissus (116). 

De manière plus ciblée, en filtrant spécifiquement sur les IgA1, nous avons également retrouvé 

des différences significatives dans la région FR1, en particulier concernant l'hydrophobicité et 

l'indice aliphatique (Figure 40a, b). De plus, cette région FR1 était caractérisée par une charge 

positive significativement plus faible chez les patients (Figure 40c). Ces observations 

renforcent l'importance d'explorer plus en détail l'impact de ces variations sur la 

physiopathologie des IgA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

III.2.2.4. Analyse des clonotypes communs entre les patients IgAN 

Nous avons ensuite examiné la présence de clonotypes communs entre les différents 

répertoires d'Ig, en nous focalisant exclusivement sur les clonotypes partagés entre plusieurs 

répertoires de patients et absents des répertoires contrôles. Cette analyse a révélé 48 

clonotypes partagés dans le répertoire des chaînes lourdes des patients IgAN. La répartition 

des isotypes au sein de ces clonotypes a été évaluée (Figure 41), mettant en évidence, une 

prédominance marquée des IgA. 

 

Figure 40 : Comparaison des propriétés physico-chimiques des régions 

FR1 spécifiquement sur les IgA1 

a. Score « Gravy » ; b. Score « Aliphatic » ; c. Score « Charge » 
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Nous avons ensuite étudié la distribution des allèles ou sous-groupes de gènes VH parmi ces 

clonotypes communs afin d’identifier la présence éventuelle d'une prédominance de certains 

segments variables. Au total, 18 allèles VH différents ont été identifiés, parmi lesquels 5 étaient 

fréquemment observés et qui représentaient à eux seuls 70 % des segments identifiés au sein 

de ces répertoires partagés (Figure 42).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ces segments variables incluaient VH1-2, VH3-7, VH3-74, VH4-30-4, et le VH4-39, ce dernier 

représentant à lui seul 40 % des clonotypes partagés. 

Nous avons ensuite comparé la fréquence moyenne de ces 5 allèles dans les répertoires 

globaux d’Ig des groupes PA et VS, à la fois sur l’ensemble des isotypes et en nous 

concentrant spécifiquement sur les IgA1. Aucune différence significative n'a été observée 

entre les deux groupes. Il est intéressant de noter que, dans l’ensemble, ces segments sont 

parmi les plus fréquemment représentés dans les répertoires d'Ig circulants d'individus sains 
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Figure 41 : Répartition des isotypes d’Ig au sein des clonotypes partagés 
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Figure 42 : Répartition des allèles VH au sein des clonotypes partagés des 

répertoires d’Ig des patients atteints de IgAN 
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(Figure 43), à l’exception de l’allèle VH4-30-4 qui s’avère relativement peu présent dans les 

répertoires des VS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pour approfondir l'analyse de ces clonotypes partagés, il serait pertinent d'explorer d'autres 

caractéristiques, telles que la taille de leur domaines variables et de leur région CDR3 ainsi 

que les propriétés physico-chimiques des différentes régions. Ces investigations pourraient 

permettre d'identifier des particularités spécifiques, suggérant la présence d'une signature 

immunologique liée à l'IgAN. Ces analyses sont envisagées dans le cadre des futures étapes 

de ce projet. 

 

III.2.2.5. Domaines constants des chaînes lourdes d’Ig 

Dans le cadre de cette étude, nous avons pu analyser les régions constantes des Ig grâce au 

séquençage complet de la chaîne lourde rendu possible par la technologie Oxford Nanopore®. 

L'objectif principal était d'évaluer la présence de mutations spécifiques au sein de ces régions 

chez les patients atteints de IgAN. Nous avons calculé le pourcentage de mutations dans les 

régions constantes, en les comparant aux séquences germinales des données IMGT® (The 

international immunogenetics information system®). Après exclusion des mutations de type 

insertion/délétion, probablement liées aux erreurs de séquençage associées à la technologie 

Oxford Nanopore®, nous avons effectué une analyse intra-répertoire et inter-répertoire. 

L'analyse intra-répertoire a permis d’évaluer la fréquence des mutations au sein de chaque 

répertoire pour identifier les mutations potentiellement surreprésentées, tandis que l'analyse 

inter-répertoire, a permis de calculer la fréquence moyenne de chaque mutation et d'examiner 

leur répartition entre les deux groupes étudiés. 
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Figure 43 : Répartition des allèles VH au sein des répertoires d'Ig de volontaires sains 
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Bien que cette étude préliminaire, n'ait pas encore mis en évidence de différences 

statistiquement pertinentes, nous poursuivrons ces analyses afin de mieux explorer ces 

mutations. 

En parallèle, un deuxième objectif consistait à établir une base de données de protéines 

complètes, incluant les séquences entières des chaînes lourdes (domaines variables et 

constants) obtenues lors de cette étude, et ultérieurement, celles des chaînes légères. Cette 

base de données vise à regrouper les répertoires d'Ig circulants, ainsi que les répertoires d’Ig 

d’autres compartiments si disponibles et pertinents, tels que la moelle osseuse ou l'infiltrat 

inflammatoire de reliquats de biopsies rénales. L'originalité de cette base de données réside 

dans l'inclusion de la diversité des Ig, reflétée par les régions variables et les polymorphismes 

des régions constantes. 

À ce jour, de telles bases de données n'existent pas, ce qui freine les études de spectrométrie 

de masse sur les dépôts d'Ig polyclonaux. En effet, ces études s'appuient actuellement sur 

des bases génériques comme Human Swissprot, qui ne permettent pas d’identifier 

efficacement les domaines variables des Ig, hautement diversifiés et spécifiques à chaque 

clonotype, limitant ainsi l’identification des Ig dans des contextes de dépôts polyclonaux. 
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III.3. Etude protéomique de ponctions biopsies rénales de patients atteint de IgAN et 

de contrôles 

Dans le but de caractériser les Ig pathogènes directement in situ au sein du tissu rénal, nous 

avons initié le développement d'une analyse par MS sur des reliquats de biopsies rénales de 

patients atteints de IgAN. Cette approche comprend une phase de préparation incluant la 

réalisation de coupes sur lame suivie d'un processus de décellularisation, afin de concentrer 

l'étude sur les dépôts mésangiaux et la matrice extracellulaire, sans l'interférence des 

éléments cellulaires.  Une première expérience a ainsi été menée sur les biopsies rénales de 

trois patients atteints de IgAN et de trois contrôles présentant soit une néphropathie 

interstitielle, soit une néphropathie diabétique. 

Dans un premier temps, pour évaluer l'efficacité de la décellularisation et vérifier la persistance 

des dépôts d’IgA après ce processus, nous avons effectué un co-marquage DAPI/IgA sur les 

coupes de tissu provenant d’un échantillon d'IgAN et d’un échantillon contrôle (néphrite 

interstitielle), à la fois avant et après décellularisation (Figure 44).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les coupes non décellularisées présentaient un marquage des noyaux cellulaires par le DAPI 

(en bleu), qui disparaît après le processus de décellularisation, indiquant l'efficacité de cette 

étape. En ce qui concerne les IgA, un marquage diffus (en vert) a été détecté dans les 

échantillons de contrôle, qu'ils soient décellularisés ou non, ce qui est attendu car la néphrite 

interstitielle s'accompagne d'un infiltrat inflammatoire au niveau rénal. En revanche, le 

marquage IgA chez le patient atteint d'IgAN est bien préservé après décellularisation et se 

révèle nettement localisé au niveau des glomérules rénaux. Cela confirme que les dépôts 

d’IgA sont non seulement présents, mais aussi bien conservés après le processus de 

décellularisation. 

Lames sans 

décellularisation 

Lames après 

décellularisation  

IgAN  

Contrôle 

Figure 44 : Images de microscopie à épifluorescence de coupes rénales d'un patient atteint de IgAN et 

d'un contrôle avant et après décellularisation 
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III.3.1.1. Analyse par spectrométrie de masse des protéines identifiées sur reliquats de 

biopsies rénales 

Après la décellularisation, les échantillons ont été préparés tel que décrit dans la partie 

méthodes et adressés à la plateforme technologique BISCEm (Biologie Intégrative Santé 

Chimie Environnement) de l'université de Limoges pour la MS. L'analyse des données a été 

effectuée en utilisant les logiciels Protéoscape® et Mascot®. Protéoscape® a été utilisé avec 

la base de données Human SwissProt, tandis que Mascot® a permis d'explorer les 

correspondances des peptides d'Ig identifiés en utilisant une base de données interne des 

répertoires d'Ig que nous avions fournie. 

 

III.3.1.1.1. Identification des protéines associées aux dépôts d’IgA 

À partir des résultats obtenus, nous avons évalué l'abondance relative des protéines associées 

aux dépôts d’IgA et/ou celles conservées sur les coupes après l’étape de décellularisation. 

Cette analyse a été réalisée en utilisant le score EmPAI (Exponentially Modified Protein 

Abundance Index), un indicateur semi-quantitatif qui estime l'abondance relative des protéines 

dans un échantillon, basé sur le rapport entre le nombre de peptides observés par rapport et 

le nombre total de peptides théoriquement attendus pour une protéine donnée. Un score 

EmPAI plus élevé reflète une plus grande abondance de la protéine correspondante 

Parmi les protéines identifiées, les chaînes lourdes et légères d'Ig figuraient parmi les plus 

représentées dans les deux groupes d’échantillon. Bien qu'une analyse statistique formelle 

n'ait pas encore été réalisée, une comparaison préliminaire des protéines entre les contrôles 

et les patients atteints d'IgAN a été effectuée (Figure 45). 
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Figure 45 : Abondance moyenne des chaînes lourdes et 

légères d'Ig dans les deux groupes étudiés 
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Nous avons observé une tendance vers une plus grande abondance moyenne d’IgA1 chez les 

patients atteints de IgAN par rapport aux contrôles. De plus, une tendance similaire a été notée 

pour les IgM. En ce qui concerne les IgG, nous avons constaté une abondance moyenne plus 

élevée de la sous-classe IgG1 par rapport au groupe contrôle, alors que les sous-classes IgG2 

et IgG3 étaient moins abondantes. Ces résultats sont en accord avec la littérature, qui décrit 

la présence de dépôts d’IgA1 et d’IgM chez les patients atteints d'IgAN, ainsi que la 

prédominance de la sous-classe IgG1 dans ces dépôts.  

Par ailleurs, des protéines associées aux Ig, telles que la chaîne J et le pIgR, sont retrouvées 

dans les deux groupes (Figure 46). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nous avons observé une abondance moyenne plus faible de la chaîne J et du pIgR chez les 

patients atteints de IgAN suggérant une proposition moindre d’IgAp dans les échantillons 

rénaux de ce groupe.  

Ces observations, bien que préliminaires, sont intéressantes et justifient des investigations 

plus approfondies, notamment en ce qui concerne l'étude des IgA1. Cependant, nous ne 

pouvons pas tirer de conclusions définitives en raison du faible nombre de patients inclus dans 

l'analyse. De plus, la constitution du groupe contrôle n'est pas optimale, car la présence d'une 

atteinte rénale dans ce groupe pourrait introduire un biais dans les résultats. Il serait donc 

préférable de comparer les patients atteints d'IgAN avec un groupe exempt de toute pathologie 

rénale. 

Enfin, il serait pertinent de réaliser cette étude en isolant spécifiquement les glomérules 

rénaux, afin d'éliminer l'influence des protéines provenant d'autres structures rénales. 
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Figure 46 : Abondance moyenne de la chaîne J et du 

pIgR dans les deux groupes étudiés 
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III.3.1.1.2. Corrélation avec les Ig du sérum 

Enfin, nous avons cherché à corréler les séquences peptidiques des Ig rénales obtenues par 

MS avec celles des Ig sériques obtenues par séquençage. Bien que les correspondances 

identifiées aient été très limitées, un petit nombre de clonotypes a pu être détecté, notamment 

dans l'échantillon de contrôle relatif à une néphrite interstitielle. Cette faible correspondance 

était probablement liée à des limitations techniques dans la préparation des échantillons pour 

la MS, qui nécessite encore des optimisations. 

Plusieurs facteurs peuvent expliquer ces résultats, tels qu'une digestion enzymatique 

insuffisante des Ig par la trypsine, ou la forte glycosylation des IgA1, qui peut entraver l'action 

de la trypsine en fonction de la localisation des modifications glycosidiques, et ainsi fausser 

les résultats de l’analyse par MS.  

De plus, l'analyse réalisée avec Protéoscape® a montré une forte représentation des chaînes 

d'Ig, en particulier des chaînes légères, ce qui souligne l'importance de développer une base 

de données personnalisée comprenant les séquences complètes des chaînes lourdes et 

légères, y compris leurs régions variables. 
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IV. Discussion 

L'analyse des répertoires d’Ig a grandement bénéficié des récentes avancées du séquençage 

haut débit. Actuellement, les technologies de deuxième génération, comme celle d’Illumina®, 

est largement dominante dans ce domaine. Cependant, elle présente une limitation liée à la 

longueur relativement courte des reads, restreinte à environ 600 pb en séquençage paired-

end, que nous avons pu étendre jusqu'à 750 pb en adoptant une stratégie de lecture 

asymétrique. En revanche, les technologies de troisième génération, telles qu’Oxford 

Nanopore®, permettent d'obtenir des reads beaucoup plus longs, pouvant atteindre jusqu'à 

20 kb pour certaines applications, ce qui représente un avantage considérable pour l'étude 

des répertoires d'Ig. 

Dans cette étude, nous avons comparé les performances de deux plateformes de séquençage 

: Illumina®, déjà utilisée au laboratoire d'immunologie du CHU de Limoges pour le diagnostic 

de gammapathies monoclonales, et Oxford Nanopore®, que nous envisageons d'intégrer dans 

nos analyses de routine. Les répertoires d’Ig de six patients atteints de IgAN ont été séquencés 

à l'aide de ces deux technologies. Le choix de ces échantillons s'inscrit dans une étude plus 

large visant à identifier une potentielle signature immunitaire propre à cette pathologie par 

l’analyse des répertoires d’Ig sériques des patients. 

Les résultats obtenus avec la technologie Oxford Nanopore® se sont révélés très prometteurs. 

En plus de générer des répertoires d'Ig de qualité comparable à ceux obtenus par Illumina®, 

Oxford Nanopore® a l'avantage de permettre le séquençage complet des chaînes d'Ig, 

couvrant à la fois les domaines variables et constants, ce qui représente un atout majeur pour 

l'analyse approfondie des répertoires d'Ig. Sur le plan économique, cette technologie est 

également plus avantageuse, et la durée totale de l’analyse s'avère plus courte. Il est à noter 

que le coût et le temps d’exécution pourraient être encore optimisés en réduisant la durée du 

séquençage à 36 heures au lieu des 48 heures utilisée dans cette étude, ce qui rendrait cette 

technologie d'autant plus adaptée à une utilisation en routine au sein d’un laboratoire 

d’analyses médicales. 

Cependant, une des limites de cette technologie reste le taux d’erreurs de séquençage 

observé avec Oxford Nanopore®, en particulier des mutations de type insertion/délétion, 

fréquemment rapportées avec cette technologie. L’utilisation d’UMI a permis de limiter ces 

erreurs, bien que les analyses bio-informatiques en soient devenues plus complexes. 

Néanmoins, le taux d’hypermutation somatique dans les domaines variables des Ig ne différait 

pas significativement entre les deux technologies, ce qui confirme la fiabilité des résultats 

après correction des erreurs. 

En termes de biais, aucune différence significative n’a été détectée concernant la taille des 

séquences ou la distribution des isotypes d'Ig. Cependant, des disparités ont été observées 

dans la répartition des sous-classes d'Ig et des familles de gènes VH, probablement en raison 

de la plus grande profondeur de séquençage d’Oxford Nanopore® ou des outils bio-

informatiques spécifiques utilisés pour chaque technologie. Ces observations soulignent 

l'impact crucial des outils bio-informatiques sur la fiabilité des résultats, qui peuvent 

potentiellement introduire des biais dans l'analyse des répertoires d'Ig. 

Une des principales limitations de cette étude réside dans le nombre restreint d'échantillons 

analysés, avec seulement six sérums étudiés. Par ailleurs, l'évaluation de la technologie sur 

les chaînes légères d'Ig n'a pas été réalisée, notre analyse s'étant concentrée uniquement sur 
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les chaînes lourdes. Le séquençage avec la technologie Illumina® est actuellement utilisée au 

laboratoire pour détecter des clones d’Ig de faible abondance, du fait de sa grande sensibilité. 

Il est donc essentiel de s'assurer que la technologie Oxford Nanopore® offre une sensibilité et 

une fiabilité comparables avant d'envisager son utilisation en routine. 

En conclusion, bien que la technologie Oxford Nanopore® présente des avantages et des 

résultats prometteurs, des améliorations sont nécessaires pour garantir des performances 

égales, voire supérieures, à celles d'Illumina®. Si ces améliorations sont réalisées, Oxford 

Nanopore® pourrait devenir un outil clé pour l'analyse des répertoires d'Ig, non seulement 

dans le contexte de la IgAN, mais aussi pour d'autres pathologies impliquant des Ig 

pathogènes. 

 

À partir de cette première étude, nous avons analysé les répertoires d'Ig de six patients atteints 

de IgAN en utilisant la technologie Oxford Nanopore®, et nous les avons comparés à ceux de 

volontaires sains séquencés avec la même technologie. 

Notre analyse a révélé des différences significatives dans la répartition des familles de gènes 

VH, avec une fréquence accrue des familles VH3 et une diminution des VH1 chez les patients, 

particulièrement dans les répertoires d'IgA1. De plus, plusieurs clonotypes communs ont été 

identifiés entre les répertoires des patients, majoritairement d’isotype IgA, incluant 

fréquemment l'allèle VH4-39. L'étude approfondie des caractéristiques de ces clonotypes 

partagés pourrait fournir des informations importantes sur la physiopathologie de l'IgAN. 

Nous avons également observé des différences significatives dans certaines propriétés 

physico-chimiques de la région FR1 entre les deux groupes, tant au sein des répertoires 

globaux que dans les répertoires filtrés sur les IgA1. Ces différences pourraient 

potentiellement influencer la conformation des protéines et être liées à la capacité des IgA à 

former des dépôts tissulaires, bien que des investigations complémentaires soient nécessaires 

pour confirmer cette hypothèse, notamment sur les clonotypes partagés. 

Concernant la répartition des classes d’Ig, nous avons constaté une proportion réduite d'IgA, 

ainsi qu’une augmentation des IgG et IgM chez les patients par rapport aux témoins sains. Ce 

résultat contraste avec la littérature, qui décrit généralement une augmentation des IgG et des 

IgA au détriment des IgM chez les patients IgAN, possiblement liée à des événements de 

commutation de classe plus fréquents, souvent associés à des facteurs infectieux. 

Aucune différence significative n’a été relevée concernant la taille des régions CDR3 ou le 

taux d’hypermutation somatique entre les deux groupes. Ces observations divergent des 

descriptions précédentes dans la littérature, qui rapportent généralement des régions CDR3 

plus courtes et un taux d’hypermutation somatique plus faible, en particulier pour les IgA, 

suggérant un défaut de maturation d'affinité dans l’IgAN. 

Ces discordances doivent avant tout être interprétées en tenant compte de la principale 

limitation de notre étude, qui est le nombre restreint d'échantillons analysés. L'augmentation 

de la taille de la cohorte, actuellement prévue par la mise en place d'un protocole de collecte 

systématique en collaboration avec le service de néphrologie, permettra de confirmer ces 

résultats. Contrairement à l’étude pilote ERINA précédemment réalisée au laboratoire et qui 

portait elle aussi sur la caractérisation des répertoires des IgA circulantes, la sélection de 

patients en phase aiguë au moment du diagnostic constitue ici un avantage, car elle devrait 

offrir une vision plus homogène des répertoires d’Ig à un stade critique de la maladie. 
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Par ailleurs, les divergences observées par rapport aux études antérieures des répertoires d’Ig 

chez les patients atteints d'IgAN pourraient également refléter des différences ethniques dans 

la présentation et la sévérité de la maladie. En effet, la plupart des études antérieures ont porté 

sur des populations asiatiques, tandis que notre cohorte est principalement composée de 

patients caucasiens. Des facteurs environnementaux, tels que l'alimentation, et des 

déclencheurs infectieux, en plus des facteurs génétiques, pourraient contribuer à ces 

différences et devraient donc dans l’idéal, être également pris en compte lors de la 

caractérisation des répertoires d'Ig.  

Finalement, nos résultats sur cette partie, bien que prometteurs, demeurent préliminaires et 

nécessitent une validation sur une cohorte de patients plus large. De plus, une comparaison 

avec la technologie Illumina® sera essentielle pour valider la fiabilité et la reproductibilité des 

répertoires générés par Oxford Nanopore®. Néanmoins, l’un des avantages notables de cette 

technologie réside dans sa capacité unique à analyser les domaines constants des Ig en plus 

des régions variables. Bien qu’aucune mutation spécifique n'ait été identifiée à ce stade dans 

les répertoires des patients atteints d'IgAN, l'exploration approfondie de ces domaines 

constants représente un axe de recherche particulièrement intéressant pour des études 

ultérieures et pourrait offrir des perspectives inédites dans la compréhension des mécanismes 

physiopathologiques de la maladie. 

 

Poursuivant notre analyse, nous avons cherché à établir une corrélation entre les répertoires 

d'Ig sériques et les dépôts retrouvés dans les tissus rénaux des patients atteints d'IgAN. À 

cette fin, une analyse protéomique par MS a été réalisée sur des coupes de biopsies rénales 

de ces patients. Parmi les protéines identifiées, nous avons détecté à la fois des chaînes 

lourdes et légères d’Ig, ainsi que des protéines associées, telles que la chaîne J et le pIgR. 

Nos résultats ont montré une tendance à une plus grande abondance des IgA1 et des IgG1 

chez les patients, ce qui concorde avec la physiopathologie de l’IgAN, caractérisée par des 

dépôts rénaux d'IgA1 et d'IgG1.  

Concernant les chaînes légères d’Ig, aucune différence notable n’a été détectée dans la 

répartition des isotypes κ et λ entre les deux groupes. Néanmoins, les chaînes légères ont été 

identifiées en plus grande quantité que les chaînes lourdes lors de notre analyse protéomique 

par MS, indiquant leur présence prédominante dans les dépôts rénaux. Ce constat souligne 

l'importance d'étendre notre étude à l'analyse des répertoires de chaînes légères chez les 

patients atteints d’IgAN. Bien que notre analyse sérique se soit jusqu'à présent concentrée 

uniquement sur les chaînes lourdes d'Ig, l'exploration des répertoires des chaînes légères, en 

suivant le même protocole d'analyse, pourrait apporter des informations complémentaires sur 

leur rôle dans la pathogénie de l'IgAN.  

Un autre résultat de cette analyse MS concerne la plus faible abondance de la chaîne J et du 

pIgR chez les patients, suggérant une proportion potentiellement moindre d'IgAp par rapport 

aux contrôles. Ces résultats doivent cependant être interprétés avec prudence, en raison de 

plusieurs limitations de l’étude. Premièrement, la cohorte étudiée était restreinte, comprenant 

seulement trois patients et trois contrôles. Deuxièmement, la composition du groupe témoin 

n’est pas optimale, car les biopsies provenaient de patients atteints d'autres pathologies 

rénales, ce qui a pu influencer l'abondance des protéines et entraîner des biais dans la 

comparaison. De plus, l'analyse protéomique a été réalisée sur l'ensemble des protéines 

préservées par l’étape de décellularisation, alors que les dépôts d’IgA sont principalement 
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localisés au niveau des glomérules rénaux. Cette approche globale a donc pu diluer certaines 

informations spécifiques aux IgA1 néphrogènes. 

Enfin, nous avons tenté de corréler les séquences peptidiques d’Ig obtenues par MS à partir 

des biopsies rénales avec celles présentes dans le sérum des patients et des volontaires 

sains. Seul un très petit nombre de correspondances a pu être établi, ce qui pourrait s'expliquer 

par des limitations dans la préparation des échantillons, entraînant une génération insuffisante 

de peptides exploitables. Une hypothèse principale serait une digestion enzymatique sous-

optimale par la trypsine, probablement en raison d'un accès limité de cette enzyme aux sites 

de clivage des Ig, empêchant ainsi la production de peptides de taille adéquate (entre 5 et 20 

acides aminés) pour l'analyse protéomique. L’utilisation d’autres enzymes de digestion est 

envisagée pour confirmer cette hypothèse et identifier l’enzyme la plus adaptée à la digestion 

des Ig. De plus, la forte glycosylation des IgA pourrait également constituer un obstacle en 

masquant les sites de clivage, ce qui altère la masse des peptides et complique leur détection 

par MS. Si le changement d'enzymes alternatives ne s'avère pas concluante, une étape 

préalable de déglycosylation des Ig pourrait être envisagée pour optimiser la préparation des 

échantillons. 

Il convient ainsi de noter que cette approche protéomique est encore en phase de 

développement, et que des optimisations supplémentaires seront effectivement essentielles 

pour améliorer la précision et la fiabilité des Ig dans ce contexte. En outre, le développement 

de nouveaux outils bio-informatiques dédiés sera indispensable pour renforcer l'identification 

des Ig pathogènes et maximiser le potentiel de cette méthode d’analyse protéomique dans la 

compréhension des mécanismes sous-jacents à l'IgAN 
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Conclusion 

Cette étude s'est articulée autour de trois axes principaux. Tout d'abord, la comparaison des 

performances des technologies de séquençage Oxford Nanopore® et Illumina® a montré que 

la technologie Oxford Nanopore® présente un réel potentiel pour l'analyse des répertoires d'Ig. 

Cependant, ces résultats préliminaires nécessitent une validation sur une cohorte de patients 

plus large et diversifiée pour confirmer leur fiabilité. Ensuite, l'analyse des répertoires d'IgA1 

chez les patients atteints de IgAN a mis en évidence des différences intéressantes par rapport 

aux volontaires sains, suggérant des signatures immunologiques potentielles qui devront être 

confirmées. Enfin, la caractérisation des Ig pathogènes directement au sein des dépôts rénaux 

par MS reste un défi, avec des résultats préliminaires demandant des optimisations 

méthodologiques. 

 

Au-delà de ces premiers résultats, cette étude ouvre des perspectives encourageantes dans 

le développement d'outils innovants combinant les avancées de la biologie moléculaire et de 

la protéomique pour explorer les répertoires d'Ig L'utilisation conjointe de séquençage de 

troisième génération et d'analyses protéomiques pourrait, à terme, enrichir notre 

compréhension des mécanismes physiopathologiques des gammapathies, qu'elles soient 

polyclonales ou monoclonales. Ces approches pourraient également contribuer à 

l'identification de biomarqueurs plus précis, améliorant ainsi le diagnostic et le suivi de ces 

pathologies. 

 

Cependant, il reste de nombreux défis à relever, tant sur le plan technique que financier, pour 

rendre ces outils plus accessibles et les intégrer dans la pratique clinique courante. 

Néanmoins, cette étude s'inscrit dans une démarche de progrès, en posant les bases pour 

des recherches futures qui pourraient, à terme, apporter des éclaircissements sur le rôle des 

Ig dans la IgAN et d'autres pathologies associées. 
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Annexe 1. Caractéristiques clinico-biologiques des patients et des volontaires sains 
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Annexe 2. Comparaison des propriétés physico-chimiques (polarité, teneur en résidus 

acides, basiques et aromatiques) des domaines VH et des régions FR et CDR 
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Décrypter les répertoires d’immunoglobulines dans la néphropathie à IgA : approches 
innovantes en séquençage haut débit et protéomique 

L'exploration des répertoires d'Ig a été facilitée par les technologies NGS, permettant 
d'identifier des répertoires caractéristiques associés à des profils immunitaires spécifiques. 
Cette approche est particulièrement pertinente pour la néphropathie à IgA, où les variations 
des répertoires d'Ig influencent leur capacité à se déposer dans les tissus. Nous avons 
comparé les technologies de séquençage Illumina® et Oxford Nanopore®. Bien que nos 
résultats soient préliminaires, la technologie Oxford Nanopore® a permis d’obtenir des 
répertoires d'une qualité comparable à ceux obtenus par Illumina®, tout en offrant l’avantage 
de séquencer les chaînes d'Ig dans leur intégralité, incluant les domaines variables et 
constants. L'étude des répertoires d'IgA1 chez les patients atteints d’IgAN a révélé une 
utilisation accrue de la famille de gènes VH3 et une diminution de VH1 par rapport aux 
volontaires sains, ainsi qu'un enrichissement de l'allèle VH4-39 dans environ 40 % des 
clonotypes partagés. Nous avons également observé une hydrophobicité, un indice 
aliphatique plus élevés ainsi qu’une charge moyenne plus faible dans la région FR1 des IgA1, 
des caractéristiques nécessitant des investigations complémentaires. L'analyse des IgA des 
dépôts tissulaires par spectrométrie de masse a montré des correspondances limitées avec 
les séquences sériques, probablement dues aux défis techniques liés à la préparation des 
échantillons et à la petite taille de l'échantillon. En conclusion, cette étude démontre le potentiel 
de la technologie Oxford Nanopore® pour l'analyse des répertoires d'Ig dans la néphropathie 
à IgA et ouvre la voie à l'utilisation d'outils innovants et complémentaires pour explorer d'autres 
pathologies impliquant des Ig pathogènes, contribuant ainsi à une meilleure compréhension 
de leur physiopathologie. 

Mots-clés : RACE-RepSeq, Illumina®, Oxford Nanopore Technologie®, Néphropathie à IgA, 
Spectrométrie de masse 

Deciphering immunoglobulin repertoires in IgA nephropathy : innovative approaches in 
high-throughput sequencing and proteomics 

The exploration of immunoglobulin (Ig) repertoires has been facilitated by NGS technologies, 
enabling the identification of characteristic repertoires linked to specific immune profiles. This 
approach is particularly relevant for IgA nephropathy (IgAN), where variations in Ig repertoires 
influence tissue deposition. We compared Illumina® and Oxford Nanopore® sequencing 
technologies. While preliminary, our results showed that Oxford Nanopore® produced Ig 
repertoires comparable to Illumina®, with the added advantage of sequencing complete Ig 
chains, including both variable and constant domains. The study of IgA1 repertoires in IgAN 
patients revealed increased usage of the VH3 gene family and decreased VH1, with 
approximately 40% of shared clonotypes containing the VH4-39 allele. We also noted higher 
hydrophobicity, aliphatic index, and lower average charge in the FR1 region of IgA1, requiring 
further investigation. Mass spectrometry analysis of IgA in tissue deposits showed limited 
correlation with serum sequences, likely due to technical challenges and limited sample size. 
In conclusion, this study highlights the potential of Oxford Nanopore® technology for Ig 
repertoire analysis in IgAN and paves the way for innovative tools to explore other diseases 
involving pathogenic Ig, enhancing our understanding of their pathophysiology. 

Keywords : RACE-RepSeq, Illumina®, Oxford Nanopore Technology®, IgA Nephropathy, 
Mass Spectrometry 


