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Les chaines 1égeéres des immunoglobulines sont qualifiés de libres lorsqu’elles ne sont

pas liées a des chaines lourdes pour former une immunoglobuline entiere.

Depuis I’avénement de méthodes de dosage des chaines légeres libres (CLL), utilisant
des anticorps spécifiques d’épitopes des CLL masqués dans la structure integre des
immunoglobulines (1), 1’étude des CLL est en plein essor. Elle fait a présent partie des
recommandations dans le diagnostic, la stratification pronostique et le suivi des patients
atteints de diverses dyscrasies plasmocytaires (2).

Les premieres recommandations concernant le dosage des CLL dans le sérum, publiées par le
group de travail international sur le myélome (IMGW) (3), datent de 2003, suivi par les
recommandations de la Haute autorité de santé (HAS) en 2006, mentionnent un intérét
uniquement dans le suivi du traitement du myélome multiple a chaines légéres (MMCL), peu
ou non sécrétant. Depuis, la littérature fait état de bénéfices plus ou moins consensuels du
dosage sérique des CLL dans les gammapathies monoclonales de signification indéterminée
(MGUS), le MM indolent (SMM), le myélome multiple (MM) et I’amylose a chaine légere
(Amylose AL). L’augmentation des CLL sériques étant aussi constatée dans d’autres
pathologies liées aux contingents lymphocytaires et plasmocytaires pour les hémopathies
lymphoides (4) et certaines maladies auto-immunes (5), telle que le diabete de type 2 (6), la
polyarthrite rhumatoide (PR), le lupus érythémateux disséminé (LED) et la sclérose en
plague. Le dosage des CLL pourrait alors étre intéressant dans le cadre de situations

pathologiques multiples.

Plusieurs techniques de dosage des CLL sont commercialisées et permettent le dosage
séparé des CLL-kappa (CLL-x) et des CLL-lambda (CLL-X) ainsi que le calcul de leur ratio
/A (7). Cependant, ces techniques n’échappent pas a certaines difficultés analytiques liées au
comportement particulier des CLL. Devant ces limites, un dialogue entre clinicien et
biologiste est plus que jamais important pour permettre une prise en charge optimal du patient
présentant une gammapathie monoclonale ou autres pathologie liée a la production des

chaines légeres libres monoclonales (CLL mc).
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Ce travail propose de faire le point sur les caractéristiques des CLL mc, leur exploration dans

le laboratoire d’analyse, ainsi que leurs intéréts en pratique clinique.
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En 1847, Mr. Henry Bence Jones, un pathologiste chimique, a regu une lettre de la part
de Dr Watson, accompagnée d’un tube contenant une « substance jaune épaisse semi-solide »
(Figure 1).

—“The tube contains
urine of very high specific gravity; when boiled it becomes highly opake; on the
addition of nitric acid it effervesces, assumes a reddish hue, becomes quite clear, but,
as it cools, assumes the consistence and appearance which you see: heat reliquifies
it. What is it?”

Figure 1. La lettre envoyée par Dr Watson a Dr Bence Jones (Le 1 novembre 1845) (8).
Traduction : « Le tube contient de I'urine de trés haute densité. Une fois bouilli, il devient 1égérement
opaque. Lors de I'ajout d'acide nitrique, il devient effervescent, prend une teinte rougeétre et devient
assez clair; mais en refroidissant, il prend la consistance et I'apparence que vous voyez. La chaleur le

solubilise. QU'Est-ce que c'est? ».

Le Dr Henry Bence Jones a analysé des échantillons d'urine regus et a trouvé que l'ajout
d'acide nitrique aux urines a formé un précipité qui disparaissait au chauffage et se reformait
au refroidissement. Cela correspondait a la premiére description des chaines légéres
d’immunoglobulines. Cette découverte fut publiée dans The Lancet en 1847 par le docteur

Bence Jones et prit le nom de protéinurie de Bence Jones (Figure 2) (8).



Figure 2. Un portrait d'Henry Bence Jones (1791-1857) a la fin du X1Xe siecle (9)

En 1909, Alfred von Decastello A Vienne, a décrit une association entre le myélome et
I'obstruction tubulaire par une substance amorphe. Ce syndrome est devenu connu sous le

nom de néphropathie a cylindre myélomateux (NCM).

En 1953, Grabar et Williams ont décrit I'immunoélectrophorése, qui a facilité le diagnostic du
MM. Le but de leur recherche était de confirmer [I'individualité des constituants
éléctrophorétiques grace aux méthodes immunochimiques et de classer les constituants
décelables immuno-chimiquement parmi les fractions éléctrophorétiques définies par leurs

vitesses de migration (9).

En 1956, Leonhard Korngold et Rose Lipari, au Memorial Cancer Institute & New York, ont
démontré une relation entre la PBJ et les protéines sériques du myélome multiple (10). En
hommage a Korngold et Lipari, les deux classes de protéines identifiées portent les initiales de

ces deux chercheurs : la chaine l1égére Kappa (Korngold) et la chaine 1égere Lambda (Lipari).

En 1974, Un dosage radio-immunologique pour la détermination des CLL a partir
d'immunoglobulines humaines dans le sérum et I'urine a été décrit par K. Solling. Les CLL

liees aux anticorps marqués par I’iode 125 ont été séparées par filtration sur gel a travers des
6



colonnes (11). C’est une méthode radio-immunologique sensible, quantitative et facilement
praticable, mais peu reproductible. Des intervalles de référence ont été établis dans le sérum et
les urines normales pour les concentrations de chaines légeres libres kappa (CLL-x) et de
chaines légéres libres lambda (CLL-)) déterminées par dosage radio-immunologique chez 20

sujets sains (11).

En 1978, Cole et al. (12) ont développé une méthode d'immunodosage des CLL dans le
sérum de patients atteints de myélome. La méthode impliquait une ultrafiltration du sérum du
patient pour séparer les chaines légeéres libres des chaines liées, suivie d'une immunodiffusion
radiale utilisant des antisérums polyclonaux dirigés contre la CLL-x ou CLL-)A purifiée de
plusieurs patients. Le systeme d'immunodiffusion radiale n'était cependant pas suffisamment

sensible pour détecter les CLL dans le sérum de patients normaux.

En 1980, Whicher a suggeéré que L'immunofixation (IF) devrait remplacer I'électrophorese et
I'immunoélectrophorése pour la détection et I'identification en routine de la PBJ (13). Dans
son étude, L'immunofixation sur gel d'agarose a été comparée a I'électrophorése sur gel
d’agarose pour la détection de la PBJ dans l'urine. La technique a une sensibilité entre 5 et 10

fois supérieure a I'électrophorese et permet I'identification de multiples PBJ.

En 2001, 154 ans aprés la découverte de la PBJ en 1847, Bradwell et al. ont développé des
dosages immunologiques turbidimétriques sensibles et automatisés pour les mesures de CLL-
k et CLL-A dans le sérum et dans I'urine. Ce délai est le témoin de la complexité de la mise au
point d’un tel dosage, et de I’avancé scientifique qu’il représente. En effet, ce marqueur va
faciliter I'évaluation des patients présentant des anomalies de la chaine 1égeére (1). Ce qui lui a

permis d’avoir un impact clinique.

En 2003, 'IMWG a présenté sa premiere publication dans laquelle des recommandations
portant sur les critéeres de diagnostiques et les facteurs pronostiques du myélome ont été
proposées. La mesure des CLL mc était une option si la quantification de la composante M

(une Ig entiére monoclonale) est négative (14).

En 2006, les premiers critéres de réponse internationaux uniformes pour le myélome ont été

¢laborés par 'IMWG, le dosage sérique des CLL mc a été recommandé pour permettre
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I'évaluation de la réponse chez les patients atteints d'un myélome non ou oligosécrétoire (15).
Cette méme année, la Haute autorité de santé a publié des recommandations concernant le
dosage des CLL sériques, ces recommandations mentionnent un intérét uniquement dans le

suivi du traitement du MMCL, pauci ou non sécrétant (3).

En 2009, 'IMGW a finalement introduit des recommandations concernant 1’utilisation du
dosage des CLL mc dans le myélome multiple et les troubles plasmocytaires clonaux
associés. Cette publication a mis en évidence I'utilité de ce test dans le diagnostic du MM et
des troubles associées et ’amylose AL (16). Cette méme année, une recommandation
européenne a été publiée. Cette directive recommande, a des fins de dépistage, d'effectuer
1’électrophorése des protéines seriques (EPS), 1’¢électrophorése des protéines urinaires (EPU)
et lI'immunofixation (IF), et d'utiliser la CLL comme test d'appoint lorsque I'échantillon
d'urine n'est pas disponible ou lorsqu'une suspicion clinique existe toujours en présence d'une
immunofixation négative. L'IMWG et les directives européennes sont divergentes sur cet
aspect (17).

En 2014, 'IMGW a actualisé les critéres de diagnostic du MM, parmi lesquels figurent le
dosage des CLL mc, et I’établissement du rapport CLL impliquée (CLL i) / CLL non
impliquée (CLL ni) (2).
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Les immunoglobulines constituent une famille de glycoprotéines secrétées par les
lymphocytes B et les plasmocytes et sont présentes dans les liquides biologiques (sérum,
secrétions muqueuses, liquide extravasculaires) ainsi qu’a la surface des lymphocytes B

matures (immunoglobuline membranaire).

Tous les anticorps ont la méme structure de base, mais ils se différencient au niveau de la

région qui se lie a ’antigéne.
I. Structure des immunoglobulines

Une immunoglobuline entiére est constituée de deux chaines lourdes (Heavy = H)
identiques et de deux chaines légeres (light = L) identiques comportant chacune une région
variable et une région constante (Figure 3 : A) (18). Les deux chaines lourdes sont composées
d’un domaine variable (VH) et de trois domaines constants (CH1, CH2 et CH3). Les
domaines CH1 et CH2 sont séparés par la région charniére qui permettra 1’association des
deux chaines lourdes ensemble via des ponts disulfures, et elle confere a la chaine lourde une

grande flexibilité, facilitant ainsi son interaction avec 1’antigéne (Figure 3 : B).

A ces chaines lourdes sont associées deux chaines légeres, composées d’un domaine variable
(VL) et d’un seul domaine constant (CL). Le domaine variable (V) assure la liaison a
I’antigene (Ag) et le domaine constant (C) confére les fonctions effectrices telles que
I’activation du complément ou la liaison aux récepteurs Fc. Les chalnes lourdes comportent,

selon I’isotype, trois a quatre domaines CH : (CH1, CH2, CH3 et CH4).

Il existe deux types de chaines légéres, kappa (k) et lambda (L) et cinq classes de chaines
lourdes a savoir : mu (W), delta (8), gamma (y), alpha (a) et epsilon (g), correspondant

respectivement aux monomeres d’IgM, IgD, IgG, IgA et IgE.

La région variable de chaque chaine légere et chaque paire de chaines lourdes se combinent

pour produire des sites de liaison a I'antigene (Fab) aux deux broches du «Y».
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Domaine variable
(site de liaison a I’antigene)

Région charniere

identiques
( ?3‘222::&:5:22;) 2 chaines lourdes IgH
BeR identiques

chaine légere (x ou 1)

e

chaine lourde

Figure 3. Structure globale d’une immunoglobuline (19).

2 chaines légeres IgL.

A. Représentation tridimensionnelle d’une immunoglobuline de souris (sous forme

monomérique).

B. Représentation schématique d’une immunoglobuline.
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Chaque chaine légere est composee d'environ 220 acides aminés avec un poids moléculaire de
25 kDa (20), La partie C-terminale de la chaine Iégere est la région constante (CL) et la partie

N-terminale est la région variable (VL) (Figure 4).

Régions gbe
hypervariables - \0\) 2
Région 2 <

i & o
Q2 charniere & &
C ,(\q’
o 2
S

Fab
N
O
C CHl s
/ H| [H ‘ Chaine
2 2 : glucidique
Fc = e
C C|S
H H
3| (3]s

Figure 4. Représentation d’une immunoglobuline schématisant ses différentes régions (21).
En bleu: chaine lourde ; en vert: chaine légére ; en orange : ponts disulfures; en rose: chaines

glucidique ; en vert foncé : régions hypervariables.

En revanche, la région variable (VL) d'une chaine légére comprend quatre régions de
séquences stables appelées régions charpentes (FR) qui forment un noyau hydrophobe (21) ;
au sein duquel sont dispersées trois séquences hypervariables appelées région déterminant la
complémentarité (CDR1, CDR2 et CDR3) (22).
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La présence de la tyrosine et du tryptophane amphiphiles dans les CDR de la chaine légere
peut permettre aux immunoglobulines de réagir de maniére croisée avec des ligands

structurellement similaires (23). Ces acides aminés:

#® Ne sont pas affectés par le passage d'un environnement hydrophile a un
environnement hydrophobe qui se produit lors de la liaison a I'antigene;

#® Participent aux interactions électrostatiques;

® Ont des chaines latérales flexibles qui peuvent genérer une région
structurellement plastique (Amélioration de la complémentarité des surfaces en

interaction).

Bien que ces facteurs puissent améliorer la liaison a l'antigéne et augmenter I'efficacité des

anticorps, ils peuvent également prédisposer a des effets indésirables potentiels.

L’association de la chaine légére a la chaine lourde masque certains épitopes, qui peuvent étre

utilisés pour la production d’anticorps anti-CLL spécifiques.
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I1. Organisation et réarrangement de géne des immunoglobulines

Dans leur configuration germinale, les génes d’immunoglobulines ne sont pas
fonctionnels. Des remaniements géniques sont donc nécessaires pour générer des récepteurs a
I’antigéne fonctionnels. Ces évenements ont lieu au cours de la phase précoce de la
lymphopoiese B dans la moelle osseuse. 1l s’agit des recombinaisons V(D) J dont le rdle est
de générer un vaste répertoire d’immunoglobuline a partir d’un nombre restreint de génes. Les
domaines variables de chaines lourdes résultent de 1’assemblage des segments V (variable), D
(diversité) et J (jonction). Les domaines variables de chaines légéeres ne possédent pas de

segment D et résultent de 1’assemblage des segments V et J (24).

Le géne k humain est situé sur le chromosome 2 (2p11.2) et comprend environ 40 génes de la
région Vk, regroupés en 7 familles, 5 génes fonctionnels de la région Jk et un géne de la
région Ck. Le locus A humain est situé sur le chromosome humain 22 (22q11.2). Il existe
environ 30 génes VA humains et sont regroupés en 10 familles. Il existe 7 génes CA humains,
dont 4 sont fonctionnels et 3 sont des pseudogenes. Chaque gene CA est situé en 3' d'un géne
JA respectif. Les génes de la chaine 1égere n'incluent pas les loci de la région D (figure 5) (25)
(26) (27).

L'événement initial de la recombinaison de la chaine lIégere implique la jonction d'une région
V a une région J. Le complexe VJ reste séparé de la région C de la chaine légére par un
intron, le complexe entier est transcrit, et un épissage supplémentaire de I'intron entraine la
formation d'un transcrit V-J-C mature. Les réarrangements des chaines légéres chez les
souris se produisent initialement au locus k. Si les réarrangements du premier alléle «
échouent, des tentatives sont faites pour réorganiser le deuxieme gene k. Si cela échoue, le

locus A est utilisé (28).

Le réarrangement du locus k précéde donc celui du locus A et, s’il est productif, I’expression

des génes est alors inhibée (phénoméne d’exclusion isotypique) (29).

Aprés un réarrangement réussi d’immunoglobuline A, les chaines lourdes et Iégéres sont

assemblées en une structure quaternaire H2L2 définie. L'anticorps complétement assemblé est

transféré a la membrane plasmique pour former le récepteur des cellules B, puis les cellules B
14



sont soumises a une sélection par présentation d'auto-antigene dans I'environnement de la

moelle osseuse et de la périphérie (30).

A.
Vk...[n) Sis Eik 3'Ex
l Jx Ck l
5° /i /i . 3’
o /A ¢
B.
- EA2-4 EAL-3
VA2 VAX VAl
F N2 a2 A4 CA4 l JA3 CA3 AL CAL l
5 i Hi H—H—— >

Figure 5. Organisation des loci de chaine Iégeére d’immunoglobuline. A : Locus
immunoglobuline k. B: locus immunoglobuline A (31).
A. Le locus immunoglobuline x dans sa configuration germinale (localisé sur le chromosome 2). Les
rectangles roses, noirs et rouge représentent respectivement les segments Vi, Jk et le gene Ck. Les

différents promoteurs sont représentés par des fleches coudées. Les enhancers sont représentés par des

cercles orange et 1’¢lément silencer des recombinaisons par un cercle vert.

B. Le locus immunoglobuline A dans sa configuration germinale (localisé sur le chromosome 22). Les
segments VA, JA et les génes constants CA sont représentés respectivement par des rectangles roses,
noirs et rouges. Les différents promoteurs sont représentés par des fleches coudées. Les enhancers sont
représentés par des cercles orange.
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I11. Biosynthese des immunoglobulines

Les chaines lourdes et 1égéres des immunoglobulines entieres sont synthétisées de facon
désynchronisée et ils sont assemblés dans le réticulum endoplasmique des lymphocytes B
avec une production de chaines légéres de 10 a 40 % supérieure a celle des chaines lourdes.
En raison de la production excessive de chaines légeres par rapport aux chaines lourdes et,
I'exces de chaine légere est sécrété sous forme libre et il permet de maintenir un pool
intracellulaire constant de chaines Iégeres (32). Ce pool de chaines légéres assure la libération
des chaines lourdes relativement insolubles de leurs ribosomes et empéche la formation

d'agrégats de chaines lourdes toxiques (33).

Cet exces de production, est excrété sous forme libre dans le sérum par les plasmocytes,

représentant environ 500 mg/j de CLL (34).

La proportion de CLL-x et de CLL-A produites se situe dans un rapport de deux pour un ; les
deux tiers de la production de chaines légeres sont « et cela se reflete dans un rapport /A
sérique de 1,8: 1 (7).

Les CLL existent sous forme de monomeres, de diméres non covalents ou covalents dans les
fluides biologiques: les CLL-k sont présentes en quantités presque égales sous forme de
monomeres et de dimeres non covalents; alors que les CLL-A sont présentes sous forme de

dimeéres covalents (Figure 6) (32).
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Figure 6. Représentation schématique des chaines légeres libres kappa et lambda (32).

A. La sécrétion de CLL-x sous forme de monomére ou de dimére non covalent;

B. Sécrétion de CLL-A sous forme de dimére non covalent ou covalent. Les dimérisations covalentes
sont représentées par des jonctions noires; Domaines VL en jaune; CLL-k en bleu clair; CLL-A en

vert.

Iv. Métabolisme et excrétion des CLL

La concentration en CLL dépend de la quantité synthétisée par les cellules B et de la clairance
rénale. Le rein est le site principal du catabolisme des CLL. Les CLL sécrétées passent
facilement a travers la barriére de filtration glomérulaire avec une demi-vie sérique de 2a 4 h
pour CLL-x et de 3 a 6 h pour CLL-A (35), tandis que les demi-vies sériques des
immunoglobulines intactes sont de 20 a 25 jours pour les 1gG, 6 jours pour les IgA, 5 jours
pour les IgM, 3 jours pour les IgD et 2 jours pour les IgE (36).

En raison de leur faible masse moléculaire (25-50 kDa), la plupart des CLL filtrés par le
glomérule, sont rapidement catabolisés ou réabsorbés au niveau du tubule proximal par
endocytose (37), via les récepteurs protéiques saturables, la mégaline et la cubiline ; comme
les autres microprotéines, les CLL sont facilement endocytés a travers les membranes a
bordure en brosse et dégradés en oligopeptides et résidus d'acides aminés a l'intérieur des
lysosomes. Dans ce processus, la mégaline, un récepteur glycoprotéiques de 600 kDa, et la
cubiline, une protéine membranaire périphérique ancrée a la mégaline, sont les principaux

médiateurs de I'entrée de la chaine Iégére (38) (39).
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Le rein peut absorber 10 a 30 g de CLL par jour (40), et seulement 1 a 10 mg/jour de CLL

sont présents dans I'urine en condition physiologique (figure 7) (41).

Filtration
des CLL
( Réabsorption
Glomérule _| 10 - 30 g/jour
Corticale
Medullaire Tube = Dépots de
externe proximal Chaines légéres
>,_ .............................................................
Medullaire
interne
Elimination
= des CLL
5 - 10 mg/jour
dans l'urine

Figure 7. Schéma du néphron montrant la filtration, la réabsorption et 1’élimination des CLL (31).

Les concentrations urinaires en chaines légeres sont plus dépendantes de la fonction rénale
que de la synthése tumorale, méme lorsque la production est considérablement accrue (42).
Les CLL-k sont filtrées trois fois plus rapidement que les CLL-A car ces dernieres forment
plus fréquemment des dimeres, ce qui double leur poids moléculaire et ralentit leur clairance.
En cas de diminution de la filtration glomérulaire, 1’¢1évation des CLL affecte les CLL-k plus
que les CLL-A car la clairance des CLL est détournée vers le systeme réticuloendothélial. La
clairance du systéeme réticuloendothélial est indépendante du poids moléculaire. Ainsi, en cas
d’insuffisance rénale sévére, le ratio /A est orienté par ’accumulation plus importante de

CLL-x, d’ou I'utilisation d’un plus grand intervalle de référence (0,37-3,1) (6).

18



V. Réle des CLL

1. Contribution de la chaine légéere a [I'interaction antigene-

anticorps

L'intégrité structurale des immunoglobulines, y compris les régions constantes, est nécessaire

pour la spécificité a I’antigene, 1'affinité et la plasticité (43).

Les chaines légeres séparées des anticorps polyclonaux spécifiques a un antigéne (Ag)
présentent peu ou pas d'activité de liaison a cet Ag (44). D'un autre coté, bien que les chaines
lourdes séparées perdent considérablement la capacité de liaison a I’Ag, la capacité de liaison
a ’Ag de la chaine lourde a été récupérée par repliement avec une chaine légere non

apparentée avec des affinités approchant les anticorps originaux (45).

La chaine légére reconstituée avec une chaine lourde non spécifique n'a pas récupéré la
capacité de liaison a I'Ag (46). Ces observations ont suggéré que la chaine lourde joue un réle
plutét dominant dans la liaison a I'Ag. De plus, des anticorps sans chaine Iégere se trouvent
chez les chameaux et les requins, ce qui implique que les chaines légéres peuvent ne pas étre

nécessaires pour une liaison efficace a I'Ag (figure 8) (47).

Figure 8. Anticorps a chaine lourde chez les chameaux dépourvus de gene de chaine 1égeére (32).

Le domaine CH1 est inexistant; Domaine VH en jaune.
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Ainsi, apres un clivage artificiel des chaines lourdes et Ilégéres d’une molécule
d’immunoglobuline, les chaines lourdes conservent leurs propriétés de reconnaissance
antigénique avec une affinité inférieure, mais les chaines Iégeres ne semblent pas pouvoir

reconnaitre I’Ag.

2. Auto-anticorps

Au cours du developpement des lymphocytes, les anticorps sont assemblés par réassortiment
aléatoire de segments de génes pour produire un grand nombre de speécificités. Un
inconvénient potentiel de ce processus est que certains des anticorps produits sont auto-
réactifs. La majorité (55 & 75%) de tous les anticorps exprimés par les cellules B immatures
précoces présente une auto-réactivité, y compris des spécificités polyréactives et anti-

nucléaires (47).

Les lymphocytes B avec une auto-réactivité suppriment l'auto-réactivité des anticorps en
modifiant le récepteur, c'est-a-dire I'échange de chaines Iégeres. Ainsi, la chaine légére peut

convertir des anticorps autoréactifs dangereux en anticorps inoffensifs (48).

C’est un des mécanismes de la tolérance immunitaire périphérique : une fois les chaines
lourdes et légeéres synthétisées et assemblées, les lymphocytes B naifs auto-réactifs qui ont
quitté la moelle osseuse et qui ont une affinité pour un Ag du soi pourront engager ce

processus visant a supprimer leur auto-réactivité.

3. L’hypersensibilité

En 2002, Redegeld et al. (49) ont montré que les CLL peuvent conférer une hypersensibilité
dépendante des mastocytes chez la souris. La stimulation antigénique entrainait une
extravasation plasmatique, un gonflement cutané et une dégranulation des mastocytes. Ils ont
montré que les CLL ont un r6le crucial dans le développement de la sensibilité de contact.
Bien que les IgE et IgG1 soient au cceur de l'induction de réactions d'hypersensibilité

immeédiate, leurs résultats montrent que les CLL ont une activité similaire.
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Ces réactions d’hypersensibilité médiées par les mastocytes mais indépendantes des IgE,
déclenchées par des CLL spécifiques des Ag en cause (figure 9) (50), ont été identifiées. Une
autre étude a montré qu’un transfert de sensibilité antigénique par injection de CLL a des
souris naives entraine une réaction d’hypersensibilit¢é immédiate dose-dépendante lors du

contact avec I’Ag. Cette réaction est supprimée chez les souris déficientes en Mastocytes (5).

Antigéne Lymphocyte B

J
5o~ ©
»

Augmentation de
la perméabilité et

Diapédese  pimiotactisme

)

Endothélium

Médiateurs
secrétés

Mastocyte

2éme contact
avec I'antigéne

Figure 9. Role des FLC dans les phénomeénes d’hypersensibilité (51).

Ainsi, I’exposition de souris a des hapténes entraine la synthése d’immunoglobuline
spécifiques apres activation lymphocytaire B et donc de CLL. Celles-ci pourraient avoir une
capacité de fixation aux mastocytes, et donc étre a 1’origine de la réaction d’hypersensibilité
cutanée immédiate lors du deuxiéme contact avec I’haptene. Cette réaction est supprimée par
I’emploi d’un antagoniste spécifique des CLL (protéine F991, identique a la région de liaison
des CLL identifiée sur la protéine de Tamm-Horsfall portée par les cellules rénales de I’anse
de Henlé) (50).
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Des résultats similaires ont été retrouvés plus tard par Thio et al. (51) : les CLL semblent
reconnaitre spécifiquement un Ag, et, lorsqu’elles sont liées aux mastocytes, se polymerisent
et induisent le déclenchement d’une réponse inflammatoire, comme dans les réactions IgE-

médiées.

Alors que les résultats d’une autre étude suggeérent que les fractions de CLL peuvent posséder
peu ou pas d'activité de liaison a l'antigene et que, par conséquent, elles peuvent ne pas servir

de marqueurs diagnostiques utiles chez les patients allergiques (52).

4. Autres roles immunologiques des CLL

Cohen et al. (53) ont revéle que les CLL inhibaient irréversiblement le mouvement
chimiotactique des neutrophiles et I'absorption d’hexose par ces cellules. Ces résultats
suggeérent qu'ils sont au moins partiellement responsables d'une diminution de la réponse
immunitaire non spécifique et, par conséquent, d'un risque plus élevé d'infection dans l'urémie

et d'autres maladies des niveaux élevés de chaines légeres d'immunoglobuline.

De plus, dans le myélome multiple, dans lequel les patients présentent souvent une
gammapathie monoclonale a chaine légere, un risque accru d'infections bactériennes résultant
d'une diminution des fonctions neutrophiles a été indiqué (54). Cela suggére que l'effet
modulateur de la chaine légere sur les neutrophiles est associé a une susceptibilité aux

infections bactériennes au cours de l'urémie et du myélome multiple.

Matsumori et al. (55) a démontré que la CLL améliorait considérablement la survie dans la
myocardite virale, en partie via l'effet anti-inflammatoire. Cela suggére que la CLL est

impliquée dans une large gamme de systéemes de régulation immunologique.

Enfin, il a été démontré que les chaines légéres améliorent la sécrétion du facteur B de
formation de tumeur des cellules mésangiales (56) et augmentent la sécrétion d'interleukine-
10 dans le cceur (57).
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5. Autres roles biologique des CLL

De nombreuses études ont élucidé le réle biologique des CLL, dans les fonctions principales

suivantes:

5.1. Enzymatique

Les chaines légeres kappa d’immunoglobuline interagissent avec le plasminogene et le tPA,
conduisant a une génération accrue de plasmine. La CLL-x est la premiere molécule associée
a l'activité anti-angiogénique de Neovastat ; un extrait anti-angiogénique du cartilage de
requin, qui stimule I'activation du plasminogéne en facilitant la conversion du plasminogéne

en plasmine (57).

5.2. Protéolytiques

Les CLL ont montré une activité hydrolytique contre le peptide intestinal vasoactif inactive,
dans leur étude, Sun et al. (58) ont constaté que la chaine légére d'un anticorps dirigé contre
le peptide intestinal vasoactif non activé a hydrolysé ce peptide, tandis que la chaine lourde et
les immunoglobulines entieres ont montré une activité hydrolytique réduite par rapport a la
CLL.

5.3. Activités de prothrombinase

La conversion du fibrinogéne en fibrine a été accélérée par les fragments de prothrombine
générés par la chaine légere. Ces découvertes suggerent un nouveau mécanisme par lequel les
anticorps peuvent induire un état procoagulant, c'est-a-dire une activation de la prothrombine

via le clivage de la molécule (59).
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V1. Toxicité des CLL

Contrairement aux immunoglobulines intactes, les CLL sont des protéines de faible poids
moléculaire qui sont éliminées de la circulation par filtration glomérulaire (37). Les CLL
filtrés sont réabsorbés dans le tubule proximal en se liant a un récepteur multi-ligand exprimé
de maniére lumineuse, composé de mégaline et de cubiline (38) (39). Apres I'endocytose, les
CLL subissent généralement une dégradation, ce qui permet le retour des composants acides

aminés dans la circulation (60).

Ce systeme est trés efficace, avec seulement environ 1 a 10 mg de CLL polyclonales
échappant a la réabsorption par le tubule proximal et apparaissant par la suite dans l'urine
chaque jour (61). Cependant, Les dyscrasies plasmocytaires peuvent entrainer une
augmentation significative des CLL circulantes, qui peut dépasser 100 000 mg/L [2]. Par
conséquent, les CLL mc s'accumulent dans I'épithélium tubulaire proximal. La saturation du
récepteur de la mégaline / cubiline permet aux CLL d'échapper a I'absorption, apparaissant
dans le fluide tubulaire des segments distaux du néphron et finalement dans I'urine sous forme

de protéines de Bence Jones (62).

La réabsorption des CLL entraine un stress cellulaire, une cytotoxicité, une inflammation
ainsi qu’une fibrose interstitielle. Les glomérules et les tubules peuvent tous deux étre
impliqués. Les troubles du tubule proximal comprennent un spectre de syndromes
intéressants, dont la gravité varie. Sur le plan histologique, il peut y avoir un dépét de cristaux
dans les cellules du tubule proximal, une lésion tubulaire aigué, une inflammation
interstitielle, une fibrose et une atrophie tubulaire (62). Il en résulte alors une insuffisance
rénale progressive avec accumulation dans le sang et diminution dans les urines des CLL.
Dans certaines gammapathies monoclonales, la toxicité est systémique car les CLL
impliquées ont une configuration moléculaire particuliére qui leur confére la propriété de
s’autoagréger pour former des fibres (composées de 3 a 6 fibrilles) et constituer ce qu’on
appelle I’amyloide; ces fibres se déposent avec d’autres constituants a 1’extérieur des cellules,
causent la destruction des tissus et forment une barriere qui empéche les échanges

métaboliques entre les secteurs extra- et intracellulaires (63).
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L’exploration biologique des CLL est réalisés pour rechercher et dépister un certains nombre
de pathologie, elle commence par le prélevement d’un échantillon de sang, d’urine ou autre,
suivi par une analyse pour identifier et déterminer la concentration en CLL dans 1’échantillon,

pour la comparer avec des valeurs de références déja établie.

I.  Phase pré-analytique

La phase pré-analytique constitue une étape clé dans la réalisation et I’interprétation de
toutes les explorations biologiques, le laboratoire doit donc étre particulierement attentif aux

conditions de prélevement, de recueil des échantillons et d’acheminement.

1. Prélevement

La nature des tubes requis pour les analyses immunologiques varie selon le type d’exploration
envisagée. La plupart des explorations sanguines d’immunochimie sont effectuées sur du
sérum et le recueil de I’échantillon primaire est donc effectué sur un tube sec (64). Ceci est
vrai, entre autre, pour 1’analyse qualitative des immunoglobulines, et leur analyse

quantitative. Quelques particularités sont cependant a connaitre.

1.1. Lesérum

Bien que le plasma soit le liquide extracellulaire physiologique, en immunologie comme pour
les autres disciplines de biologie, le sérum reste [’échantillon de référence.
Un piége classique est la présence de fibrinogéne en cas de traitement anticoagulant
important. Il en résulte un pic en B a I’électrophorese, bien évidemment non typable par la

batterie d’antisérums spécifiques des chaines d'immunoglobulines en immunoélectrophorese.

Le sang total est recueilli sur tube sec, sans anticoagulant, souvent sur gel séparateur.
Un tube de 7 ml correctement rempli est suffisant pour le dosage de tous les isotypes

d’immunoglobulines et la recherche d’immunoglobulines monoclonales (65).
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1.2. Lesurines

Lors de toute suspicion de gammapathie monoclonale, il est impératif de coupler 1’analyse
immunoélectrophoretique des urines a celle du sérum. Seule cette analyse conjointe permet
d’identifier avec certitude la présence d’une Protéinurie de Bence Jones, qui ne peut étre

détectable que dans les urines.

Les urines de 24 heures, exemptes de sang, sont recueillies sur antiseptique, dans les mémes
conditions que pour la réalisation des dosages biochimiques (66). L’échantillon, destiné a
I’analyse immunoélectrophorétique, environ 25 ml, doit étre représentatif de la diurese des 24
heures, car I’excrétion des chaines légeres varie au cours du nycthémere. La dénaturation des
protéines est prévenue en travaillant a +4°C si la concentration dure Longtemps. Les autres
obstacles sont la fuite des protéines de bas poids moléculaire ou I’adsorption de certaines

protéines sur les membranes.

1.3. Le liquide céphalorachidien

Le liquide céphalorachidien (LCR) peut étre le substrat de I’exploration des
immunoglobulines dans le diagnostic de certaines maladies auto-immunes comme la sclérose
en plaques (SEP). Quelques centaines de microlitres sont alors suffisants, prélevés sur un

flacon isolé lors de la ponction lombaire (66).

1.4. Préléevement sanguin versus prélevement urinaire pour le dosage
quantitatif des CLL

Comme on I’a vu précédemment, les CLL ont été découvertes dans les urines de patients
myélomateux sous forme de PBJ. Leur recherche systématique dans les urines a été conseillée
pour apprécier la gravité du MM. Leur concentration était évaluée par I’importance du pic

monoclonal sur le tracé électrophorétique des protéines urinaires.

Concernant le prélevement sanguin : La concentration des CLL dans le sérum est le reflet
direct de la production pour autant que la clairance rénale soit normale. Seul le dosage dans le

sérum est recommandé pour mettre en evidence une stimulation des lymphocytes B, apprécier
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le degré de gravité d’une gammapathie monoclonale et suivre, sous traitement, I’évolution de

la maladie proliférative.

Pour le prélévement urinaire, d’un point de vue analytique, le dosage des CLL dans les urines
est réalisable avec une bonne sensibilité, a condition que les urines soient limpides et le
recueil précis (urines des 24 heures, conservées et acheminées dans de bonnes conditions)
compte tenu de la variation nycthémérale de 1’excrétion des CLL (31). Car I’excrétion
urinaire des CLL présente des variations pouvant atteindre 40 & 50 %, méme chez un individu
sain (67). Bien que plus difficile a réaliser, le recueil des urines sur 24 h permet donc de

minimiser 1I’impact de ces variations en cas de dyscrasie plasmocytaire.

D’un point de vue clinique, plusieurs études ont montré dans le MM une bonne corrélation
entre le dosage sérique et le dosage urinaire (urines des 24 heures) dans le suivi d’un patient
donné (42), mais une grande variabilité selon les patients (68). En effet, I’'impact de la
fonction rénale sur 1’excrétion urinaire des CLL varie selon le type et la sévérité de I’atteinte

rénale.

Cependant pour des raisons d’interprétation des résultats, le dosage sérique remplace
avantageusement le dosage urinaire dans le bilan d’une gammapathie monoclonale pour

plusieurs raisons :

» lors d’une Iésion sélective du tubule proximal rénal chez un individu qui synthétise des
quantités normales de CLL, celles-ci peuvent étre augmentées dans les urines (par
défaut de dégradation) et étre normales dans le sérum;

» lors d’une stimulation modérée de la production avec une fonction rénale intacte, la
concentration des CLL peut étre normale dans les urines et augmentée dans le sérum;

> lorsque la synthese augmente fortement et la filtration glomérulaire rénale diminue,
I’augmentation des CLL s’accentue dans le sérum mais pas dans les urines.

» Les valeurs de CLL mc dans l'urine (BJP) sont surestimées en raison de la présence de

CLL polyclonales.

Ainsi, compte tenu de ces observations, le dosage sérique apparait plus sensible et plus fiable

que le dosage urinaire pour apprécier I’activité de la maladie.
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2. L'acheminement, les conditions de transport et de conservation

Pour [D’analyse qualitative et les dosages des immunoglobulines, a 1’exception des
cryoglobulines, des dosages des IgD et des 1gG3, le prélévement, s’il est effectué en-dehors
du laboratoire, peut étre acheminé par des circuits habituels.

Aprés centrifugation a 1200-1500 g, le sérum est décanté et conservé dans autant de tubes
secondaires que d’analyse, correctement identifiés, au besoin en présence d'azoture de sodium

pour quelques jours a +4 °C, sinon a -20 °C (65).
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Il. Phase analytique

La mise en évidence des CLL mc fait appel a des techniques qualitatives et d’autres

quantitatives.

Les techniques qualitatives sont des techniques électrophorétique basées sur le principe de
I’homogénéité de charge électrique. L’homogénéité structurale des molécules constituant
I’immunoglobuline monoclonale implique une homogénéité de charge électrique, d’ou une
mobilité électrophorétique étroite propre a chaque immunoglobuline monoclonale. Cette
caractéristique biochimique est a la base des différentes techniques actuellement utilisées pour
distinguer 1I’immunoglobuline monoclonale des immunoglobulines polyclonales normales.
Les tests décrits ci-dessous sont les tests utilisés de fagon courante pour faire le diagnostic de
CLL mc dans le sérum et/ou dans les urines. La premiére étape de ce diagnostic biologique
consiste a réaliser une électrophorese des protéines. L’électrophorese étant nécessaire, mais
non suffisante, la deuxiéme étape consiste a utiliser une technique de typage des

immunoglobulines monoclonales. Enfin, il faut procéder au dosage quantitatif de la CLL mc.

1. Techniques d’identification

Les immunoglobulines sont secrétées par les lymphocytes B au stade de plasmocytes ou de
lymphoplasmocytes (pour les IgM). Une immunoglobuline monoclonale correspond a la
synthése d’immunoglobulines strictement identiques entre elles (méme chaine lourde et méme
chaine légere), ces immunoglobulines étant issues de la prolifération d’un méme clone de
cellules B (maligne ou hyperstimulée). D’une maniere générale, la structure d’une
immunoglobuline monoclonale est normale. Ce qui est anormal, c’est sa production
excessive.

Au laboratoire, la recherche et la caractérisation d’un constituant monoclonal peut conduire a
I’identification d’une immunoglobuline entiére ou d’une fraction d’immunoglobuline telles
qu’une chaine lourde isolée ou une CLL. Lorsque les CLL urinaires sont monoclonales, elles
sont également appelées « protéines de Bence Jones ». Les CLL urinaires polyclonales ne sont
pas des PBJ.

30



Les techniques d’identification permettent d’affirmer ou d’infirmer le caractére monoclonal
d’une anomalie décelée ou non a I’électrophorése. Elles permettent également de préciser
I’isotype de I’immunoglobuline entiére ou des fragments d’immunoglobuline (CLL-x ou

CLL-A, chaine lourde isolée).

Le caractére monoclonal d’une CLL peut étre suspecté si le ratio est fortement déséquilibré.
Toutefois, seule une technique qualitative (électrophorése, IF ou toute autre technique

qualitative) permet d’affirmer ou non la monoclonalité.

1.1. Electrophorese des protéines seriques

L’électrophorése des protéines sériques (EPS) est un examen biologique permettant la
séparation et 1’analyse des protéines sériques selon leur poids moléculaire, via leur migration
dans un champ électrique. L’EPS permet ainsi la mise en évidence et la quantification d’une
immunoglobuline monoclonale entiére sous la forme d’une bande étroite (pic) migrant dans la
région des gamma-globulines (IgG, IgM) ou en beta ou alpha-2-globulines (IgA). La
caractérisation de 1’isotype de I’immunoglobuline monoclonale est effectuée par IF sur gel
d’agarose ou par immunotypage par électrophorese capillaire (Figure 10). Ainsi, en cas de
myélome a chaine légére (MCL), I’EPS peut montrer une hypogammaglobulinémie

polyclonale résiduelle et plus rarement un pic de chaines légeéres.

Cependant, I’EPS ne permet pas une quantification des CLL, tout comme 1’IF dont le seul role
est la mise en évidence d’une CLL et de son caractere monoclonal. Le seuil de détection des
CLL par EPS est de 2000 mg/L pour la CLL-x (migration en beta 2-globulines) et de 500
mg/L pour la CLL-A (migration en gamma-globulines) (69).

Toutefois, dans le cadre d’une recherche de CLL, cette technique est fréqguemment mise en
défaut du fait du faible taux de celles-ci comparativement aux autres protéines sériques
(souvent inférieur a 2 g/L), de leur caractéristique de migration électrophorétique (elles
peuvent migrer des a-globulines aux y-globulines) et de leur capacité a lier d’autres protéines.
Il est donc difficile de détecter les CLL par EPS seul. En effet, devant une suspicion d’une
gammapathie monoclonale, la recherche d’une immunoglobuline par IF qu’il y ait ou non un
pic a ’EPS, s’impose (70).
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1.2. Immunofixation

L’immunofixation est une technique plus sensible, permettant a la fois de caractériser
(préciser I’isotype de I’'immunoglobuline entiére ou de la CLL) et de confirmer le caractére
monoclonal de ’anomalie décelée a 1’¢lectrophorése. Pour caractériser le caractére « libre »
des chaines légéres, il est indispensable de réaliser I’IF avec un sérum immun capable de
réagir avec les chaines légeres totales « liées et libres » et avec un autre sérum immun capable
de ne réagir qu’avec les CLL (le sérum immun réagit alors avec un épitope qui n’est

accessible que lorsque la chaine légeére est libre).
1.2.1. Principe

C’est une méthode de détection par précipitation. Son principe repose sur la mobilité

électrophorétique dans un champ électrique et sur le caractére antigénique des protéines.

Aprés fractionnement électrophorétique des constituants du sérum, 1’incubation des pistes
électrophorétiques avec différents immun-sérums monospécifiques (immun-serums
specifiques anti-kappa et anti-lambda) permet la précipitation in situ des CLL. Aprés lavage,
les CLL précipitées sont révélees par un colorant.

L’IF ne permet pas une quantification des CLL, son rdle est la mise en évidence d’une CLL et

de son caractére monoclonal.
1.2.2. Immunofixation sérique

Le seuil de détection des CLL sérique par IF est de 150 mg/L pour la CLL-k (migration en
beta 2-globulines) et de 100 mg/L pour la CLL-A (migration en gamma-globulines) (69).

La figure 10 montre un exemple d’une EPS suivie par une IF sérique.
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Figure 10. Electrophorése et immunofixation d’une protéine monoclonale sérique IgG A (71).

A gauche, I’image d’un profil électrophorétique des fractions protéines sériques albumine (Alb) et
globulines, (al, a2, B et y); un pic a base étroite déforme le tracé des gammaglobulines (y).
A droite, I’image d’un gel coloré, support d’une électrophorese seule (SPE) ou d’une électrophorése
suivie d’IF avec des anticorps anti-chaines lourdes gamma (IgG), alpha (IgA), mu (IgM), ainsi qu’avec
des anticorps anti-CLL-k et anti-CLL-A. Une bande monoclonale IgG lambda (correspondant a
I’anomalie électrophorétique) est accompagnée d’une trace monoclonale lambda (CLL) ainsi que
d’une petite quantité d’IgG polyclonales reconnues par les anticorps anti-chaines légeres (k, A); les

IgA et les IgM ne sont pas détectées.(71)

1.2.3. Immunofixation urinaire

Le typage du composant monoclonal est effectué par immunofixation (figure 11), le niveau de
détection de I’immunofixation étant particuliérement intéressant pour 1’analyse
immunochimique des urines. En effet, le seuil de détection des CLL urinaires par IF est de 12
mg/L pour CLL-A et de 3 mg/L pour la CLL-k [84]. Les CLL polyclonales sont sans
signification pathologique. Aussi il ne faut pas confondre CLL polyclonales et CLL mc
(protéinurie de Bence-Jones) (72).
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Figure 11. Immunofixation de protéine urinaire sur I'Hydragel (73).

1.3. Immunosoustraction

L’immunosoustraction est basée sur 1’utilisation des anticorps spécifiques en milieu liquide,
ce qui présente I’avantage d’obtenir des immuns complexes solubles. L’injection dans les
capillaires se fait donc plus rapidement, sans étape de sédimentation. Ces complexes ainsi
formés, plus lourds que les autres fractions protéiques vont migrer avant 1’albumine (apparait
en position trés anodique) ne génant pas la lecture des six traces d’électrophoreses. La
superposition d’un des profils antisérum avec le profil protéique de référence EPS permet de
visualiser la disparition et/ou la diminution d’un pic monoclonal sur le profil antisérum et

d’en déduire une gammapathie (74).

L’immunosoustraction sérique peut suspecter la présence des chaines légéres libres
monoclonales mais ne peut pas confirmer leur présence, car les antisérums anti-CLL kappa et
lambda libres, ainsi que les antisérums anti-lgE et anti-lgD ne sont pas encore
commercialisés. En plus, I’'immunosoustraction des protéines urinaires n’est pas encore
disponible sur le marche. De ce fait, I’immunofixation reste la technique qualitative de

référence pour détecter la présence des CLL mc.
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2. Dosage pondéral des CLL mc

Le dosage des CLL sériques peut étre réalise par différentes techniques : FreeLite™ (The
Binding Site, Birmingham, Royaume Uni) disponible sur le marché depuis 2001, N Latex
Free Light Chain™ assays (Siemens, Munich, Allemagne) disponible sur le marché depuis
2010, Seralite™ (Abingdon Health, Sand Hutton, Royaume-Uni) disponible depuis 2016 et
enfin la technique Sebia FLC™ assays (Sebia, Lisses, France) disponible également depuis
2016.

Ce dosage sérique permet de mesurer la concentration globale de chaque type de CLL (k ou
L) exprimée en mg/L et de définir le ratio /A ainsi que le ratio CLL impliquée (CLL i) / CLL
non impliquée (CLL ni) (rCLL), ou la différence entre la CLL i et la CLL ni (dCLL) utilisée
entre autre pour le suivi de ’amylose AL, une fois que la gammapathie monoclonale a été

diagnostiquée.
2.1. Dosage des CLL mc par des anticorps polyclonaux

2.1.1. Test Freelite™

Le test FreeLite™ (The Binding Site®) est actuellement la méthode de référence pour le

dosage des CLL, et le seul test des CLL recommandé par les directives internationales (75).

2.1.1.1. Principe

Ce test mesure, par méthode turbidimétrique ou néphélémétrique (figure 12) (en fonction du
type d’automate utilisé dans le laboratoire) automatisée, les concentrations sériques des
chaines légéres k et A libres. Les anticorps polyclonaux utilises sont adsorbés sur des
particules de latex dans une réaction d’immunoprécipitation en milieu liquide, et ces anticorps
sont monospécifiques réagissant uniquement avec des épitopes spécifiques des chaines
légeres, accessibles uniquement lorsque celles-ci sont de type libre (figure 13). Ceci permet de
réduire ainsi la réactivité croisée avec les chaines légeéres liées aux chaines lourdes des

immunoglobulines entiéres.
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Figure 12. Du plasmocyte au dosage des chaines légeres libres par méthode turbidimétrique

ou néphélémétrique (74).
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Figure 13. Molécule d'anticorps présentant la structure de chaines lourdes et de chaines
légéres, avec des FLC-k et FLC-A (75).

Les anticorps polyclonaux anti-CLL-x et anti-CLL-A sont obtenus par immunisation de
moutons par des CLL-x ou CLL-A purifiées a partir d’urine de patients présentant une
protéinurie de Bence Jones. Les immun sérums sont ensuite adsorbés sur des colonnes
couplées a des immunoglobulines intactes (IgG, IgA et IgM) afin d’éliminer les anticorps

spécifiques des chaines légéres liées et ceux des isotypes des chaines lourdes (sélection
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négative). Dans une derniére étape d’immunoaffinité, I’antisérum anti-CLL est purifié sur une
colonne de Sépharose couplé a la chaine légere correspondante (sélection positive). Enfin, la
specificité est vérifiee par immunoélectrophorese, western blot et hémagglutination (1).

2.1.1.2. Avantages

Les CLL-k et CLL-A sont polymorphes, ce qui signifie qu'elles présentent une énorme
variation d'épitopes. L’utilisation d’Anticorps polyclonaux permet une plus large détection
d’épitopes de CLL, comparativement aux Anticorps monoclonaux, qui par définition, ne

reconnaissent et ne lient qu'un seul épitope (figure 14).

- Antisérums monoclonaux
S L Epitope unique reconnu
ey Plusieurs epitopes reconnus

Figure 14. Comparaison entre les tests a base d’antisérum polyclonaux et monoclonaux (76).

Le test FreeLite® fournit des résultats quantitatifs plus rapides (environ trente minutes) que
I’EPS et I’IF du fait de I’analyse automatisée et il est disponible sur un grand nombre de
dispositifs d’analyses néphélémétriques (dont Optilite® et SPAplus® de the Binding Site©).
Selon des données du fabricant, le réactif a un seuil de détection de 2-3 mg/L (de 1,5 mg/L
pour les CLL-x et de 3 mg/L pour les CLL-L) donc nettement plus bas que celui de I’EPS et
de ’'lIF (1) (tableau ).
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Tableau 1. Sensibilité des différentes techniques pour la détection, 1’identification et le

dosage des CLL (76).

Techniques Sensibilité (mg/L)
Electrophorese des protéines sériques 500 — 2000
Immunofixation des protéines sériques CLL-«x 150

CLL-A 100
Immunofixation des protéines urinaires CLL-x 3
CLL-A 12
Dosage néphélémétrique / turbidimétrique CLL-x 1,5
CLL-A 3

2.1.1.3. Limites

v Des résultats faussement élevés peuvent étre observés en cas de polymérisation des

CLL (77), phénoméne se produisant dans une petite proportion de patients atteints de

gammapathie monoclonale. Ainsi, la formation de multiméres au lieu de monomeéres

ou dimeres, agissant comme des cibles multi-antigéniques, accélere la formation

d’agrégats. En effet, les anticorps utilisés dans cette technique réagissent mieux avec

ces formes qu’avec les monomeres de CLL.

v L apparition de complexes de CLL avec 1’al-anti-trypsine peut également étre source

de surestimation des dosages (78).

v" De rares faux négatifs peuvent aussi étre observés en I’absence de détection d’épitopes

cibles des anticorps du test Freelite®. Cela arrive parfois a cause de quelques rares

épitopes de CLL qui échappent au test (79).
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v' Un effet « excés d’antigéne » a été décrit en cas de concentrations trés élevées de
CLL, qui vont alors modifier I’interaction antigénes—anticorps, entrainant la formation
de complexes immuns plus petits et ainsi une sous-estimation des CLL (figure 15)
(77). En raison de ces imprécisions, les valeurs hautes et basses doivent étre vérifiées

et interprétées avec prudence.
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Figure 15. Courbe montrant 1’effet excés d’antigéne de freelite™ (76).

v Le test Freelite® est potentiellement sujet a la non-linéarité des échantillons. La
concentration de CLL peut étre sous-estimée ou surestimée en raison d'anomalies de
dilution de I'échantillon (non-linéarité) ou de I'échec de la détection d'un exces
d'antigene (80). C’est lorsque les échantillons donnent des valeurs différentes a des
dilutions différentes sans présenter d'exces d'antigéne, que nous les qualifions de « non
linéaires ». Cette non-linéarité avec le test Freelite® peut étre due aux propriétés d'une
CLL mc particuliére ou peut étre induite par une interférence non spécifique (par

exemple, la présence de lipides).
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v" Une autre cause d’erreur analytique a été identifiée : 1’adhérence aux parois des
cuvettes des automates des billes de latex de polystyréne couplées aux anticorps (81)
(82). En I’absence de lavages quotidiens des cuvettes, I’imprécision peut atteindre
respectivement jusqu’a 16 et 35 % pour les résultats de CLL-x et CLL-A. Le respect
quotidien du lavage et de la calibration ainsi que I’élimination des cuvettes apres 1000

dosages doit éviter cet écueil (82) et est donc impératif.

Ces éléments peuvent fausser et compliquer l'interprétation clinique d'un résultat de CLL
chez certains patients et méme donner une mauvaise impression de rémission de la maladie.
Par conséquent, il est conseillé d'effectuer une analyse CLL des échantillons de diagnostic et
de suivi dans les mémes conditions analytiques, en utilisant plus d'une dilution sur le méme

instrument (80).

2.1.1.4. Différents types d’automates utilisant la technique Freelite™

La technique Freelite™ pour la mesure des CLL est disponibles pour un certain nombre

d'instruments de laboratoire néphélémétriques et turbidimétriques, notamment :

® Binding Site© : Optilite®, SPAPLUS® et MININEPHPLUS®

® Beckman Coulter© : IMMAGE®/ IMMAGE 800® et Beckman AU®
® Roche© : Cobas®, Cobas Integra® et Hitachi®

® Siemens© : ADVIA®, BN® Il et BN ProSpec®.
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v Binding site™ : Optilite®

Le Binding site Optilite est un turbidimetre de paillasse automatisé (figure 16).

Figure 16. Binding site™ Optilite®(83).

Le kit Freelite™ fournis pour I'Optilite® contient un seul flacon de calibrateur, qui est dilué
automatiquement par l'instrument pour générer les courbes d'étalonnage. Le kit contient

également deux niveaux de liquide de contrdle correspondant au kit pour valider les courbes.

Les caractéristiques de performance de Freelite™ sur I'Optilite® sont résumées dans le
tableau IlI. Les dilutions d'échantillons de départ sont de 1/10 pour les tests CLL-k, 1/8 pour
les tests CLL-A.

Les échantillons rapportés en dehors de la plage de mesure du test standard sont
automatiquement dilués par l'instrument pour donner un résultat final, la plage de résultats
rapportables pour les dosages Optilite Freelite x et A est d'environ 0,6 a 127000 mg/L et 1,3 a
139000 mg / L, respectivement.
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Tableau I1. Performance analytique du test Freelite® sur le Binding site Optilite®.

CLL-x CLL-A
Plage 2,7-127 mg/L 5,2-139 mg/L
Dilution standard 149 1+7
Sensibilité (dilution initiale) 0,6 mg/L 1,3 mg/L
Temps de test 15 min 15 min

Précision : La précision sur I'Optilite® est tres bonne en raison de [l'utilisation de
cuvettes jetables et de protocoles de lavage rigoureux pour la sonde d'échantillonnage, la
sonde de réactif et la palette de mélange. Lors de la validation du test Freelite®, la précision
du test a été évaluée a l'aide de 3 liquides témoins dont la concentration variait de 4,7 mg/L a
71,8 mg/L. L'imprécision maximale intra et inter-dosages pour les dosages k ou A Freelite
était de 3,3% et 3,2%, respectivement (84).

Thouless et coll.(85) ont rapporté une excellente précision inter-dosages pour les dosages
Freelite Optilite® dans des conditions simulées de routine, avec une imprécision maximale de
7,0%. Cela a été soutenu par Leung et al. (86) qui ont rapporté des CV <8% a chaque niveau
pour plusieurs dosages seériques (y compris Freelite) exécutés sur I'Optilite® en pratique
courante (84) (87).

Jamil et coll. (88) ont évalué les performances des kits Freelite™ pour I'analyse du LCR et
ont signalé que les tests étaient linéaires, avec des CV acceptables.

Exces d’antigene : Tous les tests turbidimétrique peuvent étre sensibles a un exces
d'antigéne avec des échantillons a haute concentration, conduisant a des résultats faussement
faibles. Avec Freelite™, la composition en acides aminés de la CLL produite par un clone de
cellule B individuelle influencera le niveau auquel un échantillon peut présenter un exces

d'antigene.
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Les tests sélectionnés sur I'Optilite® comprennent des contréles automatisés de I'exces
d'antigene (détection de phénoméne de prozone). L'Optilite® dispose de trois méthodes pour
identifier les échantillons qui peuvent étre en exces d'antigéne: l'addition de controle, I'ajout

d'échantillon et la surveillance de la cinétique de réaction.

Le dosage Freelite™ utilise la surveillance de la cinétique de réaction pour détecter I'exces
d'antigéne. L'Optilite® mesure la vitesse de la réaction a 3 intervalles de temps différents afin
d'identifier les échantillons qui ont une vitesse de réaction initiale relativement élevée, et donc
peuvent avoir le risque d'étre en exces d'antigéne. Le rapport entre le changement
d'absorbance pour les intervalles temporels 2 et 3 est comparé a celui des autres intervalles
temporels, qui est ensuite comparé aux limites de prozone définies dans les parameétres de
dosage. Si l'une des valeurs calculées ou les deux sont inférieures aux limites définies,
I'échantillon peut étre en exces d'antigéne et le logiciel applique donc une erreur «Haute

activité» et retest automatiquement I'échantillon a une dilution plus élevee.

L'efficacité des contrbles de I'excés d'antigene utilisés par le test Freelite Optilite® a été
analysée par Coley et al. (89), qui ont rapporté que I'exces d'antigéne était correctement
signalé pour Freelite k et A dans 98% et 99% des cas, respectivement, et qu'il y avait aucun
exemple d'exces d'antigene non détecté. Cela indique que les protocoles de détection d'exces
d'antigene utilisés par I'Optilite® sont robustes et que l'apparition d'un excés d'antigene non

détecté sur cette plate-forme est rare.
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v Binding site™ : SPAPLUS®

Le Binding site SPArLUS® est un turbidimétre de paillasse automatisé (figure 17).

Figure 17. Binding site™ SPAplus® (90) .

Marionneaux et al. (91) ont rapporté que le délai d'obtention du premier résultat sur le
SPAPLUS® eétait de 15 minutes. Le SPAPLUS® s'est révélé capable d'effectuer environ 105

tests/heure.

Le kit Freelite™ fourni pour le Binding site SPApLUsS® contient une série de fluides
d'étalonnage utilisés pour générer des courbes d'étalonnage. Ceux-ci sont ensuite validés a
I'aide de deux niveaux de fluides de contrble adaptés au Kit. Les échantillons sont initialement
mesurés a la dilution standard programmée de I'échantillon, et s'ils sont hors plage,
I'instrument re-mesure automatiquement I'échantillon a la dilution appropriée supérieure
(1/100) ou inférieure (1/1). Les échantillons de trés haute concentration peuvent nécessiter

d'autres dilutions manuelles hors ligne.

La plage des résultats rapportables pour les dosages SPAPLUS® Freelite k et A est de 0,4 a
180000 mg/L et de 0,45 a 165000 mg/L, respectivement. La bonne sensibilité analytique des
dosages Freelite SPAPLUS® a été démontrée par Matters et al. (92). Les caractéristiques de

performance de Freelite® sur le SPAPLUS® sont résumées dans le tableau I11.
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Tableau I11. Caractéristiques de performance de dosage Freelite® sur le Binding site

SPAPLUS®.
CLL-x CLL-A
Plage 4,0 —180,0 mg/L 4,5 —165,0 mg/L
Dilution standard 149 1+9
Sensibilité (dilution initiale) 0,4 mg/L 0,5 mg/L
Temps de test 15 min 15 min

Précision : La précision du test freelite™ sur le SPAPLUS® a été évaluée a l'aide de 3
liquides témoins dont la concentration variait de 7,2 mg/L a 142,1 mg/L. L'imprécision
maximale intra et inter-dosages pour les dosages k ou A Freelite était de 3,4% et 4,2%,
respectivement. Une étude indépendante de Ludwig et al. (93) ont rapporté une précision
intra-série de 2,5-7% et 2,2-2,3% pour les dosages Freelite k et A CLL, respectivement. Les
auteurs ont également évalué les performances au jour le jour et identifié une précision de 3,3-
3,6% et 5,3-6,1% pour Freelite k et A, respectivement. Ces résultats ont été reproduits par un

certain nombre d'autres laboratoires (91) (94).

Exces d’antigene : Le dosage Freelite SPAPLUS® contient des parametres d'exces
d'antigene, qui sont basés sur la surveillance de la cinétique de la réaction, en utilisant la

méme méthode que I'Optilite®.

Les échantillons détectés comme étant en exces d'antigene sont automatiquement signalés par
I'instrument avec un indicateur prozone et I'échantillon est automatiqguement ré-dosé a la
dilution la plus élevée. Cha et coll. (95) ont observé que l'algorithme SPAPLUS® pour la

détection de I'excés d'antigene identifiait correctement les échantillons en excés d'antigene.
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v Binding site™ : MININEPHpPLUS™

Le MININEPHPLUS™ est un petit néphélométre semi-automatisé (figure 18).

«\
n ! \

A __\

Figure 18. Binding site™ MININEPHPLUS™ (96)

Précision : La précision sur la MININEPHPLUS™ a ¢té évaluée a l'aide de 3 liquides
témoins dont la concentration variait de 4,7 mg/L a 71,8 mg/L. L'imprécision maximale intra
et inter-dosages pour les dosages des CLL-k ou CLL-A Freelite était de 7,3% et 5,1%,
respectivement (97) (98).

Exces d’antigene : La cinétique de réaction MININEPHpPLUS™ peut étre utilisée pour
évaluer le risque d'exces d'antigene, qui compare les résultats aux limites fixées par le test
d'une vaste bibliothéque de myélomes. Tout résultat avec une cinétique de réaction atypique
donnera un indicateur «XS mg/L» et devra étre retesté a une dilution d'échantillon plus élevée

pour éliminer I'exces d'antigene.

Tous les échantillons doivent étre analysés en premier a la dilution standard du test 1/20, ce
qui donne une plage de mesure approximative de 4,91 a 98,3 mg/L. Pour les échantillons
mesurant au-dessus de la limite supérieure de la courbe avec une dilution de I'analyseur de

1/20, une série de dilutions doit étre utilisée pour minimiser l'utilisation des réactifs (97) (98).
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v" Beckman Coulter™ ;: IMMAGE™/IMMAGE 800™ et Beckman AU®

Le dosage néphélométriques de Beckman Coulter™ mesure les chaines Iégeéres libres et liées
dans le sérum et I’urine. 1l mesure la vitesse d'augmentation de la diffusion de lumiere a partir
de particules en suspension dans la solution résultant de complexes formés au cours d'une

réaction antigéne-anticorps (figure 19).

Figure 19. Beckman Coulter™ IMMAGE 800™ (99).
C’est un Dosage de 10 minutes avec des plages de mesure d'environ 30 fois produites a l'aide

d'un ensemble de six calibrateurs.

Les échantillons donnant des résultats initiaux supérieurs a la plage de mesure doivent étre
pré-dilués manuellement et répétés avec l'analyse suivante. Les échantillons avec des résultats
inférieurs peuvent étre répétés dans une analyse distincte a la fin de la session d'analyse, aprés

une modification mineure des parametres.

Tous les échantillons doivent d'abord étre testés a la dilution standard de 1/10, donnant une
plage de mesure approximative de 6,0 a 180 mg/L. Cela permet une sensibilité de 3,0 mg/L

sur les échantillons de sérum en utilisant une dilution d'échantillon au 1/5 et une sensibilité de
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0,6 mg/L sur des échantillons d'urine purs. Pour les échantillons mesurant au-dessus de la
limite supérieure de la courbe avec une dilution d'instrument de 1/10, des séries de dilutions
doivent étre utilisées pour minimiser I'utilisation des réactifs (100) (101).

Sensibilité : La sensibilité pour le dosage de la chaine Iégere kappa dans le sérum et
dans 1’urine est de 3 mg/L et 0,6 mg/L respectivement. Tandis que la sensibilité pour le
dosage de la chaine légére lambda dans le sérum et dans I’urine est de 2,4 mg/L et 0,48 mg/L

respectivement (102).

Precision : Trois préparations de serum contenant différents concentrations de CLL-k
et CLL-A ont été testées. Chaque valeur donnée a été calculée a partir de 10 mesures

effectuées sur le méme essai.

L'imprécision maximale intra-dosage pour les dosages de CLL-k ou CLL-A était de 8,10% et
6,8%, respectivement. Et I'imprécision maximale inter-dosages pour les dosages de CLL-x ou
CLL-\ était de 14,99% et 11,65%, respectivement (100) (101).

v" Roche™ : Cobas Integra® 400/800, Cobas® 6000/8000 et Hitachi® 911/912/917/
Modular P®.

Ces automates permettent 1’évaluation de la concentration des CLL solubles par turbidimétrie.
Un faisceau de lumiére passe a travers la cuvette et, au fur et a mesure que la réaction
antigene-anticorps se déroule, la lumiére passant a travers la cuvette est diffusée de plus en
plus a mesure que des complexes immuns insolubles se forment. La diffusion de la lumiere

est surveillée en mesurant la diminution d'intensité du faisceau de lumiére incident.

Roche Cobas Integra® et cobas® sont des analyseurs fermés (figure 20).
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Figure 20. Roche™ Cobas Integra® 400 plus (103).
C’est un dosage de 10 minutes sur Cobas integra®. Tous les échantillons doivent étre
analysés en premier a la dilution initiale du test au 1/10, ce qui donne une plage de mesure
approximative de 2,9 a 127 mg/L (104) (105).

Précision : Cobas® : Trois préparations de sérum contenant différents concentrations
de CLL-x et CLL-A ont ¢été testées. Chaque valeur donnée a été calculée a partir de 20
mesures effectuées sur le méme essai. L'imprécision maximale intra-dosage pour les dosages
de CLL-x ou CLL-A était de 5,8% et 5,5%, respectivement. Et l'imprécision maximale inter-
dosages pour les dosages de CLL-k ou CLL-A était de 2,7% et 10,1%, respectivement (104)
(105).

Hitachi® : Trois préparations de sérum contenant différents concentrations
de CLL-k et CLL-A ont été testées. Chaque valeur donnée a été calculée a partir de 10
mesures effectuées sur le méme essai. L'imprécision maximale intra-dosage pour les
dosages de CLL-x ou CLL-A était de 8,02% et 3,67%, respectivement. Et I'imprécision
maximale inter-dosages pour les dosages de CLL-kx ou CLL-A était de 7,32% et 9,50%,
respectivement (106) (107).
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Exces d’antigene © L'Integra® surveille la cinétique de réaction initiale de chaque
échantillon et compare les résultats aux limites de réaction fixées en testant une vaste
bibliotheque de myélomes. Les échantillons détectés comme étant en excés sont signalés par
«HAUTE ACTIVITE» dans les résultats et doivent &tre mesurés a nouveau a une dilution plus

élevée pour éliminer I'excés d'antigéne (104).

v' Siemens : BN ™ I, BN ProSpec® et ADVIA® 1650/1800/2400

BN ™ I et BN ProSpec® sont des marques commerciales de Siemens Healthcare
Diagnostics Inc, ces analyseurs Siemens© permettent I'évaluation de la concentration de la
CLL soluble par néphélémétrie, tandis que I’Advia® est une marque de la méme société

permettant un dosage turbidimétrique des CLL (figure 21).

SIEMENS

Figure 21. Siemens™ BN ™ ]I (108)
C’est un dosage de 18 minutes (15 minutes pour ADVIA®). La dilution initiale de
I'échantillon de 1/100 est suivie d'une série d'analyses répétées automatiquement, lorsque les
concentrations sont au-dessus ou en dessous des plages déclarables pour les dilutions données.
Le BN®II, le ProSpec® et ’ADVIA® continueront le processus sans autre intervention de

I'utilisateur jusqu'a ce qu'un résultat valide soit obtenu.



Les échantillons de sérum et d'urine doivent d'abord étre dosés a la dilution standard de 1/100
de I'échantillon, ce qui donne une plage de mesure approximative de 5,9 a 190 mg/L pour
CLL-x et de 5,0 a 160 mg/L pour CLL-A. Cela permet une sensibilité de 0,3 mg/L pour CLL-
k et 0,25 mg/L pour CLL-A sur les échantillons de sérum en utilisant une dilution
d'échantillon au 1/5 et de 0,06 mg/L pour CLL-k et 0,05 mg/L pour CLL-A sur des
échantillons d'urine purs. Une précipitation non spécifique peut se produire avec des dosages
sériques purs, donnant des résultats artificiellement élevés ou signalés. Les échantillons de
LCR doivent étre doses purs, donnant une plage de mesure approximative de 0,05 a 1,6 mg/L
et une sensibilité de 0,05 mg/L (109) (110) (111) (112).

Precision : BN®II et BN ProSpec®: Trois préparations de sérum contenant différents
concentrations de CLL-k et CLL-A ont été testées. Chaque valeur donnée a été calculée a
partir de 10 mesures effectuées sur le méme essai. L'imprécision maximale intra-dosage pour
les dosages de CLL-k ou CLL-A était de 4,84% et 8,40%, respectivement. Et 1'imprécision
maximale inter-dosages pour les dosages de CLL-k ou CLL-A était de 8,38% et 7,45%,
respectivement (109) (110) (111) (112).

Une synthése des caractéristiques des différents automates utilisants la technique

Freelite™ traités dans cette partie est proposée dans le tableau IV.
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Tableau I1V. Comparaison entre les différents instruments utilisants la technique Freelite™.

Société Binding site™ Beckman Coulter™ Roche™ Siemens™
- MININEPHP Beckman A BN
Automate M
Optilite® | SPAPLUS® LUS® IMMAGE® AU® Integra® Cobas® | Hitachi® | BN™I ProSpec® ADVIA®
Sérum,
Echantillon urine, - |Serum, urine, mme m, mmea_ wmq.ca_ Sérum Sérum mme m .m%:; Sérum, urine | Sérum
plasma, |plasma, LCR| urine urine urine urine | urine, LCR
LCR
Dosage ._.:3_.933 Turbidimétri z%:w_maa ._.:a_.a_am: ._.:3_.933 Turbidimétrie ._.:3_.933 ._.Ec_.g_sm: z%:w_msmz Néphélémétri | Turbidimétri
ie e rie ie ie ie ie ie @ g
400/400plus :
K 0,6—1270 | 0,4-1800 |3,2-7240 | 0.8-562* | 3-1500 | 0,6-12700* | 0.8-562 | 0.8-562 |0.3-15200 | 0.3-15200 | 0.8-562
Domaine de 800:0,6-1270
linéarité (mg/L) 400/400plus :
A 1,3-1390 | 0,45-1650 |4,91 —9830| 0.7-748* | 3-1500 | 1.3-13900* | 0.7-748 | 0.7-748 |0.25-12800|0.25-12800| 0.7-748
800:1,3-1390
s K 3,30% 3,40% 7,30% 8,10% 1,87% 5,80% 5,80% 8.02% 4,84% 4,84% -
CV de précision
A 3,20% 4,20% 5,10% 6,80% - 5,50% 5,50% 3,67% 8,40% 8,40% -
Sensibilité K 06mg/L | 04mg/L | 32mg/L 3mg/L 3 mg/L 0,6 mg/L 0,8mg/L | 0,8mg/L | 0,3mg/L 0,3 mg/L 0,8 mg/L
A 13mg/lL | 045mg/L | 491 mg/L | 24mg/L | 3mg/L 0,7 mg/L 0,7mg/L | 0,7mg/L | 0,25mg/L | 0,25mg/L | 0,7 mg/L
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2.1.2. Sebia FLC™ assays

En 2016, Sebia® a developpé un nouveau test basé sur la technologie de dosage immuno-

enzymatique (ELISA), automatisé sur la plateforme das AP22 ELITE ELISA (Figure 22).

)
Figure 22. Plateforme das AP22 ELITE (113)

2.1.2.1. Principe

Les kits Sebia FLC-Kappa et Sebia-FLC Lambda (Figure 23) utilisent la technique ELISA
sandwich (enzyme-linked immunosorbent assay) et permettent la mesure des CLL-«x et CLL-A
dans le sérum humain, cette quantification est basée sur la réactivité des anticorps
polyclonaux humains anti-CLL-x ou anti-CLL-A conjugués a une peroxydase (113). Les

anticorps sont obtenus a partir du lapin.
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SEBIA FLC-Kappa SEBIA FLC-Lambda

Figure 23. Image montrant les kits de Sebia FLC assay™ (113).

2.1.2.2. Avantage

Dans une étude comparative entre le test Sebia FLC™ et le test Freelite™ (114), une
concordance de résultats a été observé mais pas d'interchangeabilité entre ces résultats, et les
résultats du Sebia FLC™ ont été plus proches de I'estimation du pic par électrophorése que
Freelite™. Cette différence significative a été observée principalement pour les échantillons

ayant des concentrations élevées de CLL.

Le test Sebia FLC™ apporte des améliorations analytiques par rapport aux techniques de
néphélométrie et de turbidimétrie existantes, mais davantage de recherches scientifiques sont

nécessaires pour valider cliniquement ce test sur différentes populations de patients (113).

2.1.2.3. Instruments utilisant la technique Sebia FLC™

Les kits Sebia FLC Kappa et Sebia FLC Lambda permettent la mesure des chaines légéres
libres kappa et lambda dans le sérum humain, soit en utilisant une technique manuelle ou une
technique entiérement automatisée sur le das AP22 ELITE ELISA (115).
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Caracteristiques analytiques (114) :
® Précision intra-individuelle : CLL-x : 3,3% - 7,7% / CLL-A:9,6% - 10,1%

® Précision intra-individuelle : CLL-x : 5,8% - 14,6% / CLL-A:5,3% - 12,4%

Pas d’effet exces d’antigeéne

® Sensibilité : CLL-x : 2,2-98 mg/L / CLL-X: 2,2-87 mg/L

2.2. Dosage des CLL mc par des anticorps monoclonaux

Deux tests utilisant des anticorps monoclonaux ont été développés depuis 2011 dans le but de
concurrencer le test Freelite®, Le N latex FLC assay® (Siemens©) et le test Seralite®
(Abingdon Health®©).

2.2.1. N latex FLC assay®

Le N latex FLC assay® est commercialisé par Siemens© depuis 2011 (figure 24).

Figure 24. Image montrant les kits de N latex FLC assay™ lambda et kappa (114).
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2.2.1.1. Principe

La technique N Latex Free Light Chain™ assays, contrairement a FreeLite™, s’effectue
uniquement par néphélémétrie et utilise des anticorps monoclonaux adsorbés sur des

particules de polystyréne (figure 14) dirigés contre les CLL-k et les CLL-A (116).

Les anticorps monoclonaux anti-CLL-k et anti-CLL-A sont obtenus en utilisant des protéines
de Bence Jones purifiées a partir d'urine provenant de patients atteints de MM. Les souris
BALB/c ont été immunisees pour produire des anticorps monoclonaux contre CLL-x ou CLL-
L. Apres purification de ces anticorps, ils ont été couplés par covalence aux particules de
polystyrene et des lots d'anticorps monoclonaux couplés ont été mélangés ensemble (117).
Cela a permis de s'assurer que le réactif final ne comprenait pas un, mais une collection

d'anticorps monoclonaux, augmentant la capacité de détecter les protéines monoclonales.

2.2.1.2. Avantages

Le test FreeLite™ et le N latex FLC™ assay ne sont pas interchangeables dans le suivi
thérapeutique en raison d’une mauvaise correspondance entre les deux tests (81 % pour CLL-
K et 74 % pour CLL-A ) (118), Cependant, En comparaison avec le test Freelite™, la trousse
N latex FLC™ présente 1’avantage de mieux se prémunir contre le risque analytique de sous-
estimation des résultats 1ié¢ a 1’effet crochet (119) ; qui correspond a la non détection, dans
certains cas, de ’exces d’antigene, avec le risque de rendre un résultat faussement bas par

rapport a la concentration réelle.

L'utilisation du protocole de pré-réaction intégré permet la détection d'un effet crochet a haute
dose avant de commencer la réaction; cette protection contre l'excés d'antigéne est
particulierement importante pour des analytes comme les CLL, ou la concentration peut varier

sur une large gamme (117).

Il a également été suggéré que les tests basés sur les anticorps monoclonaux peuvent conduire
a une variation réduite de la production lot a lot des réactifs, assurant ainsi l'uniformité des

performances analytiques nécessaires a la surveillance des patients (77).
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Contrairement aux tests basés sur des anticorps monoclonaux, il a été observée avec des tests
basés sur des anticorps polyclonaux, une plus grande probabilité de réactivité croisee avec des
chaines légeres liées (80).

2.2.1.3. Limites

Une étude portant sur 40 patients a comparé le N latex FLC assay® au test Freelite®. Elle a
montré une faible corrélation pour la mesure des CLL et un coefficient de concordance faible
de 0,52 pour le ratio /A, et une sensibilite de détection inférieure au test Freelite® (41%
contre 62,5%) lorsque le ratio x/A obtenu par chacune des méthodes était comparé aux
résultats d’EPS, EPU, et IF sérique et urinaire (120).

D’autres études suggerent que les tests basés sur des anticorps polyclonaux détectent une
proportion plus élevée de CLL monoclonal que les tests basés sur des anticorps monoclonaux
(118) (119). Cela du a la diversité structurale des CLL et de la région limitée sur chaque
molécule qui peut potentiellement étre liée par des antiserums spécifiques aux CLL, Par
conséquent, pour que le test basé sur des anticorps monoclonaux puisse mesurer tous les
clones CLL, il doit utiliser soit un seul anticorps qui cible un épitope commun a tous les CLL,

soit utiliser une combinaison d'anticorps qui, entre eux, englobent tous les diversité CLL.

2.2.1.4. Instruments utilisant la technique N latex FLC™

Les tests N latex FLC™ sont congus pour étre exécutés sur les analyseurs néphélémétriques
de protéines plasmatiques Siemens Healthcare Diagnostics Inc. BN®II, BN ProSpec® et
Atellica® NEPH 630 (figure 21).
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Le tableau V résume les caractéristiques de différents automates utilisant la technique N latex

FLC™

Tableau V. Caractéristiques des différents analyseurs Siemens®© utilisant la technique N latex

FLC™,

BN®II (121) (122)

BN ProSpec® (123)

Atellica® NEPH 630

(122) (124) (122)
Principe Néphélémétrie Néphélémétrie Néphélémétrie
Type de Sérum, plasma, LCR, Sérum, plasma, LCR, Sérum, plasma, LCR,

prélévement

urine

urine

urine

Debit

d'échantillons

env. 130 tests / heure
selon le mélange de

env. 65 tests / heure selon

le mélange de test.

env. 65 tests / heure selon

le mélange de test.

test.

Dilution des . . .

) ) 1:1a1:40,000 1:1a1:32,000 1:1a1l:32,000
échantillons

CV de K 3,7-5,2% 3,6-6,9% -
précision A 6,2-9,1% 4,3-7,7%. -

Plage de K 0.17 —>2,000 mg/L

mesure A 0.47 —> 6,000 mg/L
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2.2.2. Test Seralite™

Seralite™ (Abingdon Health, York, UK) est un appareil de diagnostic rapide et portable
permettant la mesure quantitative simultanée de la CLL-k et de la CLL-A sérique. Seralite™
génére des resultats dans un délai rapide et est congu pour accélérer la prise de décision

clinique prés du patient. 1l est commercialisé depuis 2016 par Abingdon Health© (figure 26).

Figure 25. Abingdon Health© Seralite™ (125).

2.2.2.1. Principe

Seralite® est un dispositif a flux latéral (LFD) pour la quantification des CLL-x et CLL-A
dans le sérum, il est basé sur le principe de la compétition entre les CLL dans un échantillon
de sérum et les antigénes CLL purifiés immobilisés pour la liaison aux anticorps
monoclonaux anti-CLL marqués par des particules d’or. La méthode de détection se fait par
technique ELISA. Aprés une période d'incubation de 10 min a température ambiante, le signal
produit a partir des anticorps monoclonaux marqués a l'or liés aux Ag des CLL immobilisés
sur la membrane LFD est inversement proportionnel a la quantité de CLL dans I'échantillon;
le lecteur Seralite® LFD convertit le signal en mg/L de CLL-x et CLL-A, et calcule le rapport
K/A (126).
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Les anticorps monoclonaux anti-CLL-x et anti-CLL-A sont obtenus a partir des souris
BALBI/c, qui ont été immunisées avec une CLL-k ou CLL-A purifiée a partir d'urine humaine
contenant de la protéine de Bence Jones ou des fragments d'immunoglobuline. Des clones de
cellules productrices d'anticorps monoclonaux spécifiques de la CLL-x ou CLL-A ont été
obtenus. Les anticorps monoclonaux anti-CLL ont été sélectionnés sur la base de la réactivité
avec tous les antigenes CLL-x ou CLL-A dans un large panel de différents antigénes CLL-x
ou CLL-A contenant une variété de régions variables et constantes, et d'une réactivité croisée
minimale avec un panel d'immunoglobulines entieres purifiées, I'albumine et d'autres

protéines seriques humaines sélectionnées (127).

2.2.2.2. Protocole

Le sérum est mélangé doucement avec le tampon d'application d'échantillon fourni avec le kit
Seralite®. Comme illustré dans la figure 26, une partie est ensuite ajoutée au dispositif
Seralite®, ou elle s'écoule initialement a travers un tampon d'échantillon, puis sur un tampon
de libération conjuguée contenant des anticorps monoclonaux anti-CLL-k et anti-CLL-A
marquées par des nanoparticules d'or.

Ces anticorps monoclonaux se réhydratent et, avec I'échantillon dilué, s'écoulent a travers une
membrane d'essai. A la fin de la membrane d'essai se trouvent deux lignes d'essai, qui
contiennent du CLL-k ou du CLL-A purifié.

L'écoulement de I'échantillon et des anticorps monoclonaux marqués a l'or est autorisé a se
poursuivre pendant 10 minutes, période pendant laquelle toutes les CLL dans I'échantillon se
lient & son anticorps monoclonal marqué a I'or respectif; plus la concentration de CLL est
élevée dans I'échantillon, moins 1’anticorps monoclonal marqué a I'or se liera a la ligne de
test, et vice versa.

L'intensité de la ligne de la liaison est déterminée par le lecteur Seralite™ qui chronometre
également I'incubation, calcule la concentration de CLL dans I'échantillon (a partir d'une

courbe d'étalonnage stockee) et calcule le rapport /A (126) (figure 26).
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. Y Ligne de controle (Biotine-BSA)
Tampon de libération conjuguée ) y ) :
@< Ac anti-AFLC marqués / particules d’or

Tampon d’échantillon @ Ac anti-kFLC marqués / particules d’or

Figure 26. Vue schématique d'un appareil Seralite® (125).

2.2.2.3. Avantages

v" La courbe d'étalonnage initiale de Seralite™ pour les CLL-x et les CLL-) est de 2,5 a
200 mg/L. Si le niveau de CLL dans un échantillon est supérieur a 200 mg/L, une
nouvelle dilution de I'échantillon de un sur 20 étend la gamme supérieure du test a
4000 mg/L. Cette large gamme d'étalonnage Seralite®, combinée a I'élimination de
I'exces d'Ag, réduit la nécessité d'une dilution fréquente des échantillons et est congu
pour améliorer le flux de travail en laboratoire (126).

v' Effet excés d’antigéne réduit : Seralite™ utilise un format d'inhibition compétitif, ce
qui signifie que lorsque les niveaux de CLL augmentent, les sites de liaison
disponibles sur I’anticorps monoclonal marqué par I'or deviennent saturés et
I’anticorps monoclonal est empéché de se lier a I'antigéne CLL immobilisé sur la
membrane; un faux négatif d0 & un excés d'antigene n'est donc pas possible (128).

v' dépistage CLL rapide : quantification simultanée de la CLL-k et la CLL-A en 10 min
(129).

61



v" Interférences absentes : aucune interférence significative n'a été observée lors de
I'évaluation des agents d'interférence courants, y compris le cholestérol, les
triglycérides, la bilirubine et I'némoglobine (126) (127).

v Concordance clinique : En comparaison au test Freelite™ dans le myélome a chaine
légere, les valeurs absolues de CLL étaient différentes mais avec une concordance
proche de 100% au diagnostic et dans le suivi de la réponse thérapeutique avec la
détermination de seuils propres (ex. augmentation de la dCLL > 30 mg/L pour définir

la rechute avec Seralite™ et > 200 mg/L avec Freelite™) (130).

2.2.2.4. Limites

Il existe des différences significatives entre CLL mesuré par ce test ELISA (Seralite™)
utilisant des anticorps monoclonaux par rapport aux tests N Latex™ et Freelite™. En
particulier, le test Seralite™ semble mal réagir avec les chaines légeres amyloidogenes
lambda et il ne convient pas pour le diagnostic ou la surveillance de I'amylose AL. Il se peut
qu'une combinaison d'anticorps monoclonaux anti-CLL soit nécessaire pour améliorer la

détection des clones lambda par I'analyse (131).

Pour les méme raisons que précédemment, les tests Seralite®, Freelite® et le N latex FLC

assay® ne sont pas interchangeables dans le suivi de la réponse thérapeutique (126).

2.2.2.5. Instrumentation Seralite®

Seralite® utilise le systeme de lecture de test a flux latéral ADXLR5®, ou les résultats sont

présentés a I'écran en mg/L avec le rapport /A calculé (figure 26).

Ce test est destiné aux laboratoires d’analyses médicales qui ont des faibles ou moyennes
demandes de tests CLL. Il s’adresse également aux laboratoires qui envoient ce type de
demandes a des laboratoires référents, pouvant ainsi occasionner des retards dans la réception

des résultats d’analyses.
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Caractéristiques analytiques (126) (129):
® Large plage de mesure : 2,5-200mg /L
® Précision : <10%
® Sans effet excés d’antigeéne.

Le tableau VI résume I’ensemble des caractéristiques analytiques des techniques de dosage

des CLL traité dans cette partie.
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Tableau VI. Résumé des caractéristiques analytiques essentielles des techniques actuelles de

dosage des CLL.
Technique Freelite™ (1) | N latex FLC™ Seralite™ Sebia FLC™
(7) (6) (117) (132) | (127) (129) (113) (134)
(133)
Principe Immuno- Immuno- ELISA, inhibition | ELISA
néphélémétrie néphélémétrie competitive

ou immuno-

turbidimétrie

Anticorps utilisés | Polyclonaux Monoclonaux Monoclonaux Polyclonaux
Fournisseur The Binding | Siemens© Abingdon Health | Sebia©
Site© ©
Automates - Optilite® - BN®II - Seralite® - AP22 ELITE
- SPAPLUS® - BN ProSpec® ELISA
MININEPHPLUS | Atellica®NEPH
® 630
- IMMAGE®
- Beckman AU®
- Integra®
- Cobas®
- Hitachi®
- BN®II
- BN ProSpec®
- ADVIA®
Sensibilité (mg/L) | «: 0.05 k: 0.17 K: 2.2 k: 0.5
A: 0.05 A: 0.47 A 2.2 A: 0.5
Précision (CV) <20% <5-7% 9-12% k:1.9-7.6%
A :6.0-6.3%

CV : coefficient de variation.
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2.3. Perspectives d’avenir pour le dosage des CLL mc

2.3.1. Spectrométrie de masse

Un article récent étudie la possibilité d'utiliser la spectrométrie de masse (SM) pour mesurer
la CLL et les immunoglobulines intactes (135).

Les résultats, bien que préliminaires, sont trés prometteurs car la méthode ne semble pas
sujette des problémes analytiques bien connus affectant les méthodes immunologiques pour la
détermination des CLL, comme l'exces d'Ag et la non-linéarité. Une fois les validations
supplémentaires effectuées, la méthode SM pourrait étre développée comme méthode de
référence pour la mesure des CLL et/ou utilisée pour 1’analyse des échantillons difficiles
(135).

2.3.1.1. Principe

Des peptides de référence marqués par des isotopes stables sont ajoutés aux échantillons de
sérum pour quantification par la SM en tandem. L'utilisation d'ensembles de peptides
redondants permet des mesures de contrdle de la qualité lors de lI'analyse des données. Les
mesures sur le sérum fournissent des informations sur les immunoglobulines intactes, mais
I'appauvrissement de ces molécules intactes du sérum pendant le traitement des échantillons
permet la quantification des CLL (135) (figure 27).

' Serum Free Light
Chains by SRM

\ o o3} oS
0. % '06—=0= o —
0'0:5 \.$:‘ le_

Figure 27. Quantification des FLC par spectrométrie de masse en tandem (135).

SRM : selected reaction monitoring
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2.3.1.2. Avantages

Les concentrations des CLL mesurées avec la SM en tandem étaient comparables a celles
obtenues par néphélémétrie et montraient un excellente facteur de corrélation (r2> 0,99). Dans
les échantillons avec des niveaux éleves de CLL, les données de cette méthode étaient plus
cohérentes avec I’EPS que les données néphelémétriques (135).

La SM en tandem n'est pas affectée par l'exces d'antigéne. Ces limites inférieures de
quantification étaient de 3,8 et 2,7 mg/L pour CLL-x et CLL-A respectivement.

Les erreurs dues aux séquences polymorphes ont été évitées par comparaison de paires de
peptides redondantes. L'application d'un marquage isotopique stable combiné a la SM en
tandem peut surmonter de nombreux problemes analytiques potentiels actuels de lI'analyse de
CLL sérique (135).

2.3.2. Dosage immunoturbidimétrique : Bioci©

En 2020, de nouveaux tests immunoturbidimétriques a base d'anticorps polyclonaux ont été
développés pour quantifier les CLL urinaires (Assay CLL KAPPA System 02 et Assay CLL
LAMBDA System 02; Bioci©, Airasca, Italie). Selon les fiches techniques des kits, ces tests
reconnaissent les déterminants antigéniques cachés dans les CLL-x et les CLL-A qui ne sont
accessibles que lorsque les chaines Iégeres sont sous forme libre ; cette fonctionnalité garantit
la détection des CLL seuls. Les kits ont une plage de mesure déclarée de 3 a 48 mg/L, avec
une limite de détection de 3 mg/L (136).

2.3.2.1. Avantages

Les tests immunoturbidimétrique Bioci© indiquent s'il y a un excés d'antigene avant la
quantification des CLL, ce qui entraine la dilution des échantillons avant l'analyse. Cette
caractéristique surmonte un facteur limitant des méthodes immunochimiques et réduit ainsi le

risque de résultats faussement négatifs dus a un exces d'Ag (136).

la nouvelle méthode immunoturbidimétrique Bioci© pour quantifier les CLL-k et CLL-A dans

les échantillons d'urine a un accord presque parfait avec I'évaluation par électrophorése et par
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immunofixation. Et sa précision diagnostique de 93% et 98% pour les tests CLL-«k et CLL-A,

respectivement, dans la cohorte de tests (136).

2.3.2.2. Limites

Le test immunoturbidimétrique Bioci© a une performance inférieure dans la détection des

CLL-k que des CLL-A, et il n'évalue pas la clonalité des protéines (136).

De plus, les tests immunoturbidimétriques Bioci© ont des taux relativement élevés de faux
négatifs: 4,3% dans I'évaluation CLL-A et 12,1% dans l'analyse CLL-x dans la cohorte de
tests. Et les valeurs de référence normales ne sont pas encore fournies, car ces tests ne sont

pas encore commercialisés (136).
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3. Controdle de la qualite

Le controle de la qualité dans un laboratoire d’analyse médicale est le processus statistique
utilisé pour contréler et évaluer le processus analytique qui produit les résultats des patients.
Ce controle est une démarche obligatoire au sein du laboratoire exigée par le guide de bonne
exécution des analyses de biologie médicale (GBEA). Qui regroupe un ensemble d'obligations
et de régles de fonctionnement. Il représente le référentiel qualité obligatoire pour les

laboratoires de biologie médicale au Maroc.

3.1. Contrdle interne de la qualite

Le contrdle interne de la qualité (CIQ) permet la surveillance constante et la documentation
de la qualité des processus analytiques. Il doit garantir des résultats d’analyses fiables, qui
seront utilisés a des fins diagnostiques et thérapeutiques (137).
3.1.1. Les differents programmes de CIQ
v Probioqual : Biochimie sérique CQPS

Probioqual™ propose un programme de controle des analyses de biochimie des protéines

sérique, ce programme comprend plusieurs analytes parmi lesquels les CLL.
Les échantillons de contrdle sont seriques d'origine humaine sous forme lyophilisés (138).

v" Bio-Rad

Bio-Rad™ propose 3 programmes de contréle de la qualité interne couvrant les CLL (figure
28) (139) (140) (141);

v"InteliQ Immunology Control : sérique, d’origine humaine et sous forme liquide.
v" Liquichek Immunology Control : sérique, d’origine humaine et sous forme liquide.
v" Lyphochek Immunology Plus Control : sérique, d’origine humaine et sous forme

lyophilisée.
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Figure 28. les programmes de controle Bio-Rad™ (139) (140) (141)

3.1.2. Les objectifs analytiques

Une étude publiée en 2012 (142) a permis d’établir les objectifs analytiques du dosage des
CLL mc. Ces objectifs sont basés sur la variabilité biologique. Dans cette étude, le dosage des
CLL a ¢ét¢ déterminé en utilisant la technique Freelite™ sur [’analyseur

immunoturbidimétrique SPAPLUS®.

Le tableau VII résume les résultats obtenus en terme de concentrations moyennes, variations
analytiques (CVa), intra-individuelles (CVi) et inter-individuelles (CVG) et le RCV
(Reference change value), ainsi que les objectifs analytiques minimaux, souhaitables et

désirables pour I'imprécision, le biais et I'erreur totale.
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Tableau VII. La vatiation biologique du dosage des CLL mc selon Braga et al. (148).

. Impreécisions (%CV) Biais (%) Erreur total (%)
Parame- | Moyenne | CVa | CVi | CVg | RCV
tres (mg/L) | (%) | (%) | (%) | (%) |Minim|Désirab|Souhait| Minima |Désirab|Souhaitab | Minimal | Désirabl | Souhaitabl
ale le able le le le e e e
CLL-x 7,96 1,2 | 8,1 11411226 | <6,0 <4,0 <20 | £+6,1 | <+41| <+20 | <+161 |<+10,7| <+t54
CLL-A 8,51 0,9 7 1275119,6 | <53 <3,5 <1,7 |£+10,6| <+7,1| <#35 |<+193 |<+129| <+t64
Ratiox/A| 0,98 17 | 45 1153113,4 | <34 | <23 | <1,1 | <t6,0 | <+40| <+20 | <116 | <+7,7 | <%39

CWVa: Variations analytiques movennes estimées. CVi: WVariations intra-
indviduelles. CVg : Variations inter-individuelles. RCV : Reference change value

(Probabilité de changement entre les résultats).

70



Les résultats de cette étude constituent une base intéressante permettant de fixer les
performances analytiques souhaitables pour tout laboratoire de biologie réalisant le dosage
des CLL au sein de sa structure.

Pour la surveillance des dyscrasies plasmocytaires, la connaissance du RCV est d'une
importance cruciale pour I'évaluation de la probabilité du changement significatif des résultats
obtenus a partir de I'analyse des échantillons chez le méme individu. D'apreés les données de
cette étude, un RCV moyen d'environ 20 % peut étre considéré comme un objectif pour
orienter la prise de décision clinique, ce RCV de 20% a été obtenu a partir de la variabilité

intra-individuelle chez des personnes ne présentant pas de dyscrasies plasmocytaires.

Selon une étude publiée précédemment (143), un RCV plus élevé (54,5%) a été calculé a
partir de la variabilité biologique des CLL mc chez des patients atteints de dyscrasie
plasmocytaires. Cette différence est expliquée par le fait que cette maladie amplifie de facon

significative la fluctuation de cet analyte autours des valeurs de référence.

3.2. Contrdle externe de la qualité

Il est important que tous les laboratoires participent a des programmes d'évaluation externe de
qualité (EEQ) pour une meilleure fiabilité de leurs résultats. 1l existe plusieurs programmes

d’EEQ permettant ce controle inter-laboratoire.

Les EEQ des dosages seriques et urinaires des CLL sont proposées par les organismes
figurant dans le tableau VIII.
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Tableau VIII. Liste des différents programmes d’EEQ incluant le dosage des CLL mc (144)

(145) (146).

Matrice Organisme Nom du programme | nombre de nombre de Nombre
couvrant I'examen | laboratoire laboratoire d’échantillons
inscritau | francais inscrit par an
programm | au programme
e
Paraprotéines
BINDING SITE Sériques, référence 300 15 4
QA003
BIO-RAD )
Serum Proteins - 5 12
(EQAS)
Biochimie Sérique
PROBIOQUAL 847 834 -
(CQH)
Electrophorese des
SANG - -
PROBIOQUAL | protéines sériques et 493 488 8
immunotypage (EPS)
RANDOX . )
Specific Proteins - 6 12
(RIQAS)
Monoclonal Protein
UK NEQAS L 380 - 6
Identification
CAP SFLC - - 6
INSTAND EQAS Gammopathies 120 - 4
URINE Paraprotéines
(Protéines de | BINDING SITE | Urinaires, référence - 29 4
Bence QAO006
Jones,) CTCB Protéine Bence Jones - 116 2

PROBIOQUAL : Centre lyonnais d'étude pour la promotion de la biologie et du contréle de qualité,

EQAS : External quality assurance services, RIQAS : Randox international quality assessment

scheme, UK NEQAS : United Kingdom National External Quality Assessment Service. CAP : college

of american pathologists

biologie clinique.
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https://www.eptis.bam.de/eptis/WebSearch/view/158314
https://www.eptis.bam.de/eptis/WebSearch/view/158314

Une enquéte pilote menée par le comité d’assurance qualité de Corée a exploité les
données de 6 années (2010-2015) des résultats d’EEQ des CLL-kx et CLL-A du programme
RIQAS de RANDOX™ (147).

35 laboratoires ont participé a ces contrdles externes et ont tous utilisé la technique Freelite™
de The binding site© avec 80% de participants utilisant la technique néphélémétrique et 20%
utilisant la technique turbidimétrique sur différentes automates (BN®II, BN ProSpec, Advia,
Hitachi, Modular P, Tochiba et SPAPIlus).

A titre de rappel, une méthode présentant un nombre de sigma élevé (supérieur a 6) est
considérée comme étant analytiquement robuste. Pour les techniques présentant un sigma
compris entre 3 et 6, elles sont considérées comme moyenne et un nombre de sigma inférieur

a 3 indique que performances de la méthode sont insuffisantes.
Les résultats de cette étude sont résumés dans le tableau 1X.

Tableau IX. Moyenne de tous les résultats obtenus (147).

Néphélémétrie Turbidimétrie
CLL-x CLL-A CLL-x CLL-A
CV imprécision 12% 12% 12% 10%
Erreur total (ET) 26% 24% 25% 19%
Indice Sigma 4,9 4.9 4,9 54
% de labo dont & > 3 86% - 97%
% de labo dont & >5 48% 48% 48% 2%
% de labo ayant & > 3 au 100% 100% 100% 100%
seuil decisionnel
% de labo ayant 6 > 5 au 67% 100%

seuil décisionnel
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De cette étude, il sort qu’il n’y a pas de différence significative entre 1’erreur totale et I’indice
d entre la technique néphélémétrique et la technique turbidimétrique pour les CLL-k. Par
contre, pour les CLL-A, la technique néphélémétrique montre une erreur totale plus large avec
un indice 6 plus faible (p < 0,05).

Concernant la comparaison de méthode entre la technique néphélémétrique et la technique
turbidimétrique par le graphique de Bland-Altman, elle a montré une différence pour les CLL-
Kk de 7,2 mg/L et pour les CLL-A était 42,1 mg/L (figure 29).
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Figure 29. Graphique de Band-Altman pour chaque échantillon de I'EEQ (148).
La différence entre les deux méthodes pour les CLL-x peut étre considérée comme non
significative, Alors que pour les CLL-A, il semble y avoir une différence significative
expliquée par le fait que les concentrations plus élevées de CLL-A nécessiteraient une dilution

différente de celle de la plage de mesure initiale.

En effet, malgré que les deux techniques aient le méme fournisseur de réactif (The Binding
site©), les valeurs n'étaient pas complétement homogeénes entre les deux systemes de dosage
qui utilisent des principes analytiques différents. Les causes possibles de résultats discordants
entre les deux méthodes sont dus a plusieurs raisons : des temps de réaction différents, des
différences dans le rapport antigéne d’échantillon et I’anticorps de réactif dans le mélange
réactionnel, des concentrations différentes de polyéthylene glycol, un protocole de dilution

d'échantillon différent et une linéarité différente (147).
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Concernant les resultats de précision interlaboratoire (CVi) rapportées dans cette enquéte,
elles ont été considérées comme acceptables pour la pratique clinique (147). En effet, les
échantillons ayant des concentrations en CLL-k ou en CLL-A a proximité du seuil des
décision clinique ont atteint une valeur de reproductibilité interlaboratoire (CVi) totale de 8 a
14 %, qui peut étre supérieure, mais pas significativement différente des limites acceptables
de précision totale du fabricant (%CV <8,5%) et de précision inter-individuelle
(%CV <8.,5%) (147).
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1. Phase post-analytique

1. Les valeurs normales

Les valeurs normales (valeurs absolues et ratio) des CLL dans le sérum et dans 1’urine varient
en fonction de la méthode de dosage (nephélémetrie, ELISA etc.) et en fonction de la

technologie utilisée (Freelite™, Seralite™ etc.).

Le calcul du rapport kappa/lambda permet de faire la différence entre une augmentation
polyclonale et une production monoclonale des CLL. En cas d’augmentation polyclonale, les
concentrations des deux types de CLL sont augmentées, mais le rapport kappa/lambda reste
dans les limites normales. Un rapport /A supérieur a la normale témoigne de la présence
d’une CLL-x monoclonale, alors qu’un rapport inférieur a la normale témoigne de la présence
d’une CLL-A monoclonale (74).

1.1. Freelite™

Les valeurs normales sériques ont été définies pour la technique Freelite™ par Katzmann et
al. (7) sur une population de 282 sujets sains 4gés de 21 & 90 ans et les valeurs correspondant

au 95° percentile sont retenues.

Pour le sérum, les CLL-x sont comprises entre 3,3 et 19,4 mg/L, les CLL-X entre 5,7 et 26,3
mg/L et le rapport /A entre 0,26 et 1,65. Les concentrations en CLL-«k sériques sont donc plus
faibles que celles des CLL-A ; cette différence peut s’expliquer par le fait que les CLL-A
dimériques sont éliminées moins rapidement que les CLL-x monomériques et donc

s’accumulent dans le sérum (148).

Il faut rappeler qu'un ratio sérique < 0,26 indique la présence d’une chaine légere libre
monoclonale de type A, tandis qu’un ratio > 1,65 indique la présence d’une chaine légere libre

monoclonale de type k.

Ces valeurs varient avec I’age, car on note une augmentation significative des CLL-A aprés 80
ans (7) (probablement cause par une diminution de la clairance rénale chez les personnes

ageées).
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Pour I’urine, les concentrations normales sont comprises entre 1,35 et 24,19 mg/L pour les

CLL-x et entre 0,24 et 6,66 mg/L pour les CLL-A, avec un rapport /A entre 2,04 et 10,37 (1).

En cas d’insuffisance rénale, la clairance rénale des CLL diminue, le systeme réticulo-
endothélial devient une voie d’élimination majeure et, comme n’étant pas influencée par le
PM, la demi-vie des CLL-«k se rapproche de celle des CLL-A modifiant le ratio «/A. Un ratio
normal pour un patient ayant une fonction rénale altérée a donc éte fixé entre 0,37 et 3,1 pour
FreeLite™ (6).

Tableau X. Récapitulatif des valeurs normales pour la technique Freelite™.

Sérum Urine Fonction

rénal altéree
K (mg/L) A (mg/L) Ratio /A k (mg/L) A (mg/L) Ratio k/A Ratio k/A
3,3-19,4 5,7- 26,3 0,26-1,65 1,35-24,19 0,24-6,66 2,04- 10,37 0,37-3,1

1.2. Sebia FLC™assay

Les concentrations sériques de référence des CLL-k et CLL-A pour ce test sont de 5,2 a 15,3
mg/L pour les CLL-k, et de 8,2 a 18,1 mg/L pour les CLL-A, avec un rapport CLL /A de 0,37
a 1,44 (113).

Pour les patients présentant une insuffisance rénale, le rapport CLL «/A est ajusté, il est de
0,46 a 2,23 (134).

Tableau XI. Récapitulatif des valeurs normales pour la technique Sebia™.

Sérum Insuffisance rénale
« (mg/L) X (mg/L) Ratio «/A Ratio k/A
5224153 8,2a18,1 0,37 41,44 0,46 42,23
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1.3. N Latex Free Light Chain™

Les intervalles de référence ont été définis pour la technique N Latex Free Light Chain™ sur
253 échantillons de plasma EDTA et 114 échantillons de sérum provenant de donneurs de

sang sains normaux ageés de 18 a 70 ans (117).

Les concentrations sériques sont de 6,7 a 22,4 mg/L pour CLL-x et de 8,3 a 27,0 mg/L pour
CLL-A, avec un ratio k/A de 0,31 a 1,56 (117).

Pour les patients atteints d’une insuffisance rénale, le rapport CLL «/A ne différe pas des

limites de référence pour les contréles sains (132).

Tableau XI1. Récapulatif des valeurs normales pour la technique N Latex Free Light

Chain™,
Sérum Insuffisance rénale
k (mg/L) A (mg/L) Ratio k/A Ratio k/A
6,2a22,4 8,3a27,0 0,31a1,56 0,31a1,56

1.4. Seralite™

Pour le test Seralite™ Les concentrations sériques de référence des CLL-x et CLL-A sont de
5,24 22,7 mg/L pour CLL-k et de 4,0 a 25,1 mg/Lpour CLL-A, et le ratio x/A est de 0.5 & 2.5
(129).

Chez les insuffisants rénaux, le ratio k/A n’est pas encore adapte.

Tableau XI11. Récapulatif des valeurs normales pour la technique Seralite™.

Sérum
k (mg/L) A (mg/L) Ratio /A
52a22,7 4,0a25,1 05425
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IV. Recommandations de bonne pratique d’utilisation

clinicobiologique des CLL mc

La discussion clinicobiologique est essentielle pour garantir une interprétation optimale du
dosage des CLL mc. Le biologiste doit recevoir des renseignements cliniques au moment de
la réception de I'échantillon, car la connaissance de la maladie et des traitements en cours
aidera a sélectionner les meilleures dilutions de dosage. Ces informations aideront a limiter le
nombre de réexécutions et a donner le résultat le plus précis possible. Par exemple, une
dilution plus élevée sera utilisée initialement si le patient présente des signes de rechute de
myélome. A son tour, le biologiste doit informer le clinicien des limites analytiques du test
afin de garantir que les résultats soient interprétés correctement, en conjonction avec les

caractéristiques cliniques du patient.

1. Recommandations pour le biologiste

® Resultats rapportés (149) :
v' Freelite™ : Si le deuxiéme résultat est supérieur a [4x résultat initial], il est
recommandé de rapporter le résultat final.
v N latex FLC™ : Indiquez le premier résultat rapporté par l'instrument.
v Pour les échantillons douteux, diluer en série jusqu'a ce que 2 dilutions ou plus
donnent des valeurs des CLL dans un écart de 20 % par rapport a la moyenne.
v" 1l est recommandé de déclarer les concentrations de CLL en nombres entiers
de 0 a 100 mg/L. Les valeurs supérieures a 100 mg/L peuvent étre rapportées a
deux chiffres significatifs apres la virgule.
v" Pour le calcul de rapport k/A, conservez initialement les valeurs de I'analyseur &
deux décimales si le ratio est entre 0 et 10, et & une une décimale si le ratio est
> 10.
® Excés d’antigéne : Une petite proportion d'échantillons de patients contenant des
concentrations élevees de CLL-x ou de CLL-A peut donner un résultat faussement bas
pour la chaine légéere «impliquée» en raison d'un exces d'antigéne. Les échantillons

doivent étre testés a la fois a la dilution initiale et avec une prédilution manuelle au
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1/25 afin de détecter un exceés d'antigéne si I'une des conditions suivantes est remplie
(150) :
v" L'échantillon montre soit une concentration de CLL, soit un rapport k/A en
dehors de la plage indiquée.
v L'échantillon provient d'un patient qui a déja démontré un exces d'antigéne.
v" Le résultat de I'échantillon ne concorde pas avec d'autres résultats cliniques ou
de laboratoire.
Il est recommandé que la déclaration suivante accompagne tous les résultats de
chaines légeres libres: «L'exces d'antigene non détecté est un événement rare mais ne
peut étre exclu. Si ces résultats de chaine légere libre ne concordent pas avec d'autres
résultats cliniques ou de laboratoire, ou si I'échantillon provient d'un patient qui a déja
démontré un exces d'antigene, le résultat doit étre vérifié par un nouveau test a une
dilution plus élevée. " (104).
® |l est recommandé que le type de test (Freelite®, N Latex®, Seralite®, Sebia®) soit

mentionné dans le rapport pour éviter toute confusion chez les cliniciens.

2. Recommandations pour le clinicien

® |l est recommandé que les patients soient testés dans le méme laboratoire pour la
mesure de la CLL sérique. Cela fournira une approche plus cohérente pour surveiller
la réponse a la maladie en utilisant la méme technique et le méme analyseur et réduira
les variations injustifiées et les erreurs d'interprétation des résultats. En effet, les
résultats N Latex®, Seralite® et Sebia® peuvent étre inférieurs aux valeurs Freelite®
chez les patients atteints de myélome rénal et les données actuelles indiquent que les
résultats de divers techniques de dosage des CLL sériques ne peuvent pas étre utilisés
de maniére interchangeable ; en particulier pour surveiller la réponse au traitement.

® |l est recommandé que des variations de la concentration sérique de CLL de -50% ne
soient pas considérées comme une preuve de progression de la maladie ou d'une
réponse au traitement chez les patients atteints d'amylose AL (151) ou de myélome
multiple (152).

80



® Tous les tests disponibles pour le dosage serique des CLL ont des limites. Il faut donc
continuer a utiliser I’immunofixation urinaire pour le dépistage dans les cas difficiles
(153). Drailleurs, une attitude prudente propose d’avoir tout de méme recours a
I’immunofixation urinaire lorsque le dosage des CLL sériques est <100 mg/L. Il a été
démontré, chez des patients sous traitement aprés diagnostic de MM ou d’amylose
AL, la présence de CLL dans les urines alors que le ratio «/A libres sériques était
normal (154).

® La validation du test dans un groupe cliniqgue de patients n'implique pas
nécessairement la validité dans tous les groupes de patients. Freelite® et N-Latex
CLL® ont des sensibilités diagnostiques similaires pour I'amylose AL lorsqu'ils sont
utilisés en combinaison avec I’IFE du sérum et de l'urine (155). Des données sont
nécessaires pour valider l'utilisation des tests Seralite® et Sebia® dans I'amylose AL.

® Chez les IR, un interval de rapport /A différent doit étre appliquée lors de l'utilisation
des tests Freelite® et Sebia®, mais pas lors de l'utilisation du test N Latex® ou
Seralite®.

® Compte tenu de la grande variabilité observée avec de faibles dilutions, les cliniciens
doivent étre avises d'ignorer les variations du rapport k/A chez les patients avec des

concentrations de CLL inférieures a la normale (156).
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A. Les pathologies clonales

Une gammapathie monoclonale est définie comme toute situation dans laquelle une
composante monoclonale est présente dans le sang ou l'urine et refléte une prolifération clonal

de plasmocytes ou de cellules B matures (157).

Les gammapathies monoclonales représentent un groupe de pathologies variées dont la
majorité est asymptomatique. Dans plus de 60 % des cas, il s’agit d’'une MGUS souvent
bénigne. Le MM représente environ 20 % des cas de GM, et ’amylose AL environ 10 %, ces
deux derniéres sont potentiellement mortelles. Les autres gammapathies sont plus rares,
comme les plasmocytomes (qu’ils soient médullaires ou extra-médullaires), la maladie de
Waldenstrom et les pathologies apparentées. Certaines pathologies comme les leucémies
Ilymphoides chroniques (LLC) ou les lymphomes peuvent également étre a 1’origine d’une
gammapathie monoclonale (158). Pour chacune de ces maladies, les mesures des
immunoglobulines monoclonales circulantes ont été le pilier du diagnostic, du pronostic et de

la prise en charge.

Il est important de comprendre que les dyscrasies plasmocytaires ne sont pas synonymes de
gammapathie monoclonale. Ce dernier se réfere uniqguement a la détection d'une paraprotéine
dans des tests de laboratoire. Plus précisement, les dyscrasies plasmocytaires font partie des

gammapathies monoclonales.

Le diagnostic de tumeur plasmocytaire consiste en la mise en évidence d’un clone
plasmocytaire anormal dans la moelle osseuse ou d’autres tissus extra-0SSeux associé ou non a
la détection dans le sérum ou les urines d’une immunoglobuline monoclonale.
La détection du composant monoclonal est réalisée par EPS ou EPU associée a une IFE,
permettant de caractériser le type de chaines lourdes (IgG, IgA, IgD, IgE ou IgM) et/ou

Iégéres (kappa ou lambda) d’immunoglobuline monoclonale sécrétée.

Les criteres de diagnostiques des gammapathies monoclonales de Durie et Salmon était les

plus utilisés avant que 'IMGW publiait ses recommandations, ces criteres définissaient 3
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stades de myélome : le MGUS, le MM stade | A, qui correspond au MM asymtomatique, MM
stade | B, stade Il A et B ainsi que le MM stade |11 A et B (159).

En 2003, P'IMGW a défini une classification pour harmoniser ces critéres, et pour séparer les
MGUS, SMM et plasmocytome de MM (14). En 2009, 'IMGW a met le point sur 1’intérét
des CLL dans les gammapathies monoclonales (16), et en 2014, le groupe a mis a jour les
criteres de diagnostique des gammapathies monoclonales, et a introduit le dosage des CLL mc

dans le diagnostique, le pronostic et le suivi (2) (tableau X1V).
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Tableau XIV. Les criteres de diagnostiques des gammapathies monoclonales selon les
derniéres recommandations de 'IMGW (2).
Stades Criteres de diagnostique
Critére impératif :
v Une infiltration médullaire par au moins 10 % de cellules plasmocytaires
clonales ou un plasmocytome osseux/tissulaire

Critére supplémentaire : présence d’au moins un parmi les suivants

MM v" Un dysfonctionnement d’organe : Criteres CRAB (idem IMGW 2003)
v" la présence d’un des biomarqueurs suivants (IMGW 2014) : Au moins 60 %
de cellules plasmocytaires clonales dans la moelle osseuse ; un ratio CLL
(rCLL) supérieur ou égal & 100 ; la présence de plus d’une Iésion osseuse
focale a IRM d'une taille d'au moins 5 mm.

v" Prolifération plasmocytaire > 10 % et < 60 % au myélogramme.
v" ET/OU Présence d'une protéine sérique monoclonale (IgG ou IgA) > 30 g/L,
un ratio rCLL < 100.
v ET/OU protéinurie de Bence Jonce > 500 mg/24 h.
v ET absence de critere CRAB (hypercalcémie, insuffisance rénale, anémie et
atteinte osseuse) ou de signe d'amylose.

SMM

v" La détection d’une immunoglobuline monoclonale sérique (IgG (60 % des
cas), IgA (15 %), IgD (1 %) ou IgE (1 %)) quantifiée a moins de 30 g/L ;
MGUS v Une infiltration médullaire plasmocytaire inférieure a 10 % ;
v" L’absence de dysfonction d’organe donc de signes CRAB (absence
d’hypercalcémie, d’insuffisance rénale, d’anémie et de 1€sions osseuses

ostéolytiques).

v/ Lésion unique osseuse (plasmocytome solitaire) ou tissulaire (plasmocytome
extra-osseux) constituée de plasmocytes clonaux ;
Plasmocytome Absence d’infiltration médullaire plasmocytaire anormale sur une aspiration
médullaire ou une biopsie ostéomédullaire réalisée au niveau d’un autre site ;
v Absence de Iésions osseuses supplémentaires a I’IRM ou au scanner ;

v Absence de dysfonction d’organe, donc de signes CRAB.
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Le biologiste joue un role important dans le diagnostic au sens large des gammapathies
monoclonales. 1l ne se limite pas au diagnostic positif initial de la pathologie, mais participe
¢galement a I’établissement du diagnostic différentiel, du stade de la maladie et donc du

pronostic qui en découle. Le biologiste intervient également dans le suivi des patients.

En 2009, une étude realisee sur une cohorte de 1877 patients compare la sensibilité de
différentes combinaisons d’examens biologiques pour le diagnostic positif de gammapathie
monoclonale (160), L’association d’une EPS et d’un dosage des CLL permet 94 % de
diagnostic positif de I’ensemble de ces pathologies. Par comparaison, la combinaison EPS,
IFE des proteines sériques et IFE des protéines urinaires donne une sensibilité de 97 %
(tableau XV).

Tableau XV. Sensibilité des différentes associations d’examens biologiques pour le dépistage

d’une gammapathie monoclonale, d’aprés Katzmann et al (160).

Examens réalisés EPS + IFE sérique | EPS + CLL + EPS + CLL EPS CLL
+ IFE urinaire IFE sérique
Ensemble des 97 % 97,4 % 94,3 % 79 % 74,3 %

gammapathies

monoclonales

MM 98,7 % 100 % 100 % 87,6 % 96,8 %
SMM 100 % 100 % 99,5 % 94,2 % 81,2 %
MGUS 100 % 97,1 % 88,7 % 81,9 % 42,4 %

Pour Katzmann (160), le dépistage d’une gammapathie monoclonale fait appel a 1’association
d’une EPS et d’un dosage des CLL avec le calcul du ratio /L. Pour cet auteur, ces examens

apparaissent comme ayant le meilleur rapport sensibilité, codt, simplicité de réalisation.
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I. Le myélome multiple

Le myélome multiple ou maladie de Kahler est une hémopathie maligne caractérisée par une
prolifération initialement médullaire d’un clone plasmocytaire envahissant la moelle osseuse
hématopoiétique. Cette prolifération s'accompagne, en général, de la sécrétion d'une
immunoglobuline monoclonale compléte ou parfois seulement de la chaine Iégere en quantité
variable, qui peut étre décelée dans le sang et/ou les urines. Il appartient a la famille des
gammapathies monoclonales. La quasi-totalité des MM est précédée d’un état transitoire “pré-

myélomateux” dont les principaux représentants sont la MGUS et le SMM (161).

Selon la diffusion des localisations et I’agressivité clinique, on distingue les myélomes
multiples symptomatiques, les myélomes indolents (« smoldering ») et les myélomes

multiples a chaines légeres et les myélomes non secrétant (2).

1. Diagnostic

La présentation clinique du myélome est variable et le clinicien doit s'efforcer de rechercher
les signes cliniques en lien avec un dysfonctionnement d’organe li¢ a la prolifération
tumorale, Les criteres diagnostiques établis par I’lMWG mettent en avant I’importance des
signes cliniques liés & un dysfonctionnement d’organe, I'IMWG a proposé des
recommandations ayant pour but d’harmoniser les critéres diagnostiques et de réponse utilisés

dans le myélome (2).

1.1. Critére impératif

Le diagnostic de myélome requiert une infiltration médullaire par au moins 10 % de cellules
plasmocytaires clonales ou un plasmocytome osseux/tissulaire. La clonalité plasmocytaire
doit étre établie par la mise en évidence d’une restriction isotypique d’expression des chaines
légéres des immunoglobulines par immunophénotypage par cytométrie en flux,
immunochimie ou immunofluorescence. L’infiltration plasmocytaire médullaire doit étre
observée sur un  myélogramme ou sur une biopsie  ostéomédullaire.
Compte tenu de la nature de I’infiltration plasmocytaire medullaire qui peut étre focale, le

myelogramme doit retenir le pourcentage de plasmocytes observés le plus éleve parmi
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I’ensemble des observations réalisées. De plus, du fait de cette infiltration potentiellement

focale, il est recommandé de renouveler le prélévement médullaire en cas d’infiltration

plasmocytaire médullaire observée inférieure au seuil de 10 % (2).

1.2. Critére supplémentaire

Le diagnostic de myélome requiert la présence d’au moins un des critéres supplémentaires

parmi les suivants (2) :

® Un dysfonctionnement d’organe, suggérée par la présence d’une hypercalcémie,

d’une insuffisance rénale, d’'une anémie ou de 1ésions osseuses (acronyme CRAB).

Pour étre considérés comme critéres diagnostiques du myélome, ces différents signes

cliniques et biologiques doivent étre liés a la prolifération plasmocytaire.

v

v

L’hémoglobine doit étre inférieure a 10 g/dL (ou inférieure a plus de 2 g/dL
par rapport a la limite inférieure de référence pour la catégorie d’age) ;

L hypercalcémie : calcium sérique doit étre supérieure a 2,75mmol/L (ou a
plus de 0,25 mmol/L au-dessus de la limite normale haute) et les autres causes
d’hypercalcémie doivent étre éliminées, notamment 1’hyperparathyroidie ;
L’insuffisance rénale doit correspondre a une clairance de la créatinine
inférieure a 40 mL/min ou créatinine sérique > 177 mmol/L (> 2 mg/dL),

Les lésions osseuses doivent étre de nature ostéolytique et supérieure a au
moins 5 mm, et objectivées par examen radiographique du squelette, une
imagerie par résonance magnétique (IRM), un scanner ou une tomographie a

émission de positons (PET-scan).

® Ou la présence d’un des biomarqueurs suivants (ajoutés depuis 2014) (161):

v
v

Au moins 60 % de cellules plasmocytaires clonales dans la moelle osseuse ;

Un ratio CLL (rCLL) supérieur ou égal a 100 (défini par le test Freelite®, les
CLLi doivent étre > 100 mg/L dans le sang périphérique). Le ratio correspond
au rapport CLLI/CLLni ou les CLLi = CLL impliquées (isotype monoclonal
sécrété par le clone LB) et les CLLni = CLL non impliquées (isotype

polyclonal résiduel).
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v La présence de plus d’une lésion osseuse focale a IRM d'une taille d'au moins

5 mm.

Selon les recommandations de ’IMWG, I’association d’une EPS, d’une IFE sériques et d’un
dosage des CLL seriques présente une sensibilité diagnostique de 100 % pour le dépistage de
MM (tableau XV) (160). Ces examens sériques constituent donc le panel de choix dans le
dépistage de MM. Les explorations électrophorétique urinaires ne sont, par contre, pas

indiquées en premiere intention.

Pour le myélome a immunoglobuline intacte, dans une série de 493 patients atteints de
myélome a immunoglobuline intacte (MII) étudiés au moment du diagnostic, Mead (36)
conclut a une bonne concordance des dosages de CLL avec I’isotype de I’immunoglobuline
monoclonale (89 % pour le dosage de CLL, 96 % pour le rapport «/A). Il note cependant qu’il
n’existe pas de corrélation entre le taux de CLL et celui de I’'immunoglobuline monoclonale,
ce qui conforte ’unicité de comportement de chaque clone malin, et que le dosage de CLL ne
peut donc remplacer celui de la B2-microglobuline comme indicateur de masse tumorale. De
méme, I’absence de corrélation entre le taux de créatinine sérique et celui des CLL s’explique
par la diminution de production par les clones physiologiques résiduels. Dans cette étude
initiale il n’était pas retrouvé de corrélation entre le taux initial de CLL et la survie. Pour les
12 patients qui ont atteint une phase de plateau, le taux de CLL est apparu un marqueur plus

sensible que celui de I’'immunoglobuline monoclonale.

89



2. Pronostique

L'évaluation biologique pronostique comprend les dosages de l'albumine et de la B2-
microglobuline sériques qui déterminent le score pronostique international (ISS : International
Staging System) (159). Le dosage serique des CLL représente également un facteur
indépendant de pronostic (162). En suivant le score pronostic ISS, 1’évolution (définie par le
taux de survie a 1 ou 5 ans) est moins bon pour un rapport /A profondément altéré (<0,03 /
>32) que modérément (0,03-0,06; 1,65-6,6) (tableau XV1I).

Tableau XVI. Taux de survie dans le MM en fonction de la combinaison du score ISS et du
rapport k/A des CLL sériques (159) (162).

International p2-micro- Albumine CLL
Staging globuline sérique Rapport «/A Rapport /A
System sérique 0,03-0,06 ou 1,65-6,6 <0,03 ->32
(1SS)
Stade (mg/l) (g/l) Surviealan | Survie a 5 | Surviealan | Survie a 5
(%) ans (%) (%) ans (%)
I <3,5 >35 87,6 41,5 88,9 29,8
I 3,5-5,0 >35 83,2 35,2 77,5 20,5
Il >5,0 <35 67,6 24,4 62,5 15,3

Dans le MCL, les concentrations sériques et urinaires des CLL ont des cinétiques
différentes au cours de 1’évolution tumorale : les concentrations sériques de CLL
monoclonales augmentent parallelement au développement tumoral, alors que des CLL
n’apparaissent dans les urines que lorsque la capacité de réabsorption tubulaire est dépassée
(Figure 31). Les quantités de CLL retrouvées dans les urines sont plus dépendantes de la
fonction rénale que de la synthese tumorale, méme lorsque la production est considérablement

accrue.
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Figure 30. Courbes théoriques d’apparition des CLL (CLL) dans le sérum et dans I’urine au

cours de I’évolution d’un MCL (31).
Les valeurs sériques sont représentées en pointillés, les valeurs urinaires en traits pleins. N Sg

et N Ur indiquent respectivement les limites supérieures des concentrations normales dans le

sérum et dans ’urine (32).

3. Suivi de la réponse au traitement

Une étude portant sur les patients atteints de MM et traités par un protocole comprenant du
bortezomib (163) a permis de distinguer 3 groupes de patients :

® Ratio /A normal qualifié de « normal »,
® rCLL anormal mais < 100 qualifié de « Iégérement anormal »

® rCLL anormal mais > 100 qualifié de « hautement anormal ».

La survie sans évolution était supérieure dans le groupe « normal » par rapport au groupe «
legérement anormal », elle-méme plus élevé que dans le groupe « hautement anormal ». La

survie apres traitement est également meilleure pour les patients ayant normalisé leur ratio.

De plus, il semblerait que la mesure des CLL sériques dans le suivi des patients apres
autogreffe de cellules souches hématopoiéetiques permet, apres classification de la réponse

au traitement, d’identifier les patients a fort risque de rechute, d’aprés une étude rétrospective
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qui a mis en évidence un ratio anormal chez 12 % de myélomes autogreffés considerés
néanmoins en réponse stringente car n’ayant aucun autre signe de myélome (incluant une
maladie résiduelle négative) (164). En pratique, le message important est qu’il existe des
rechutes détectables uniquement par le dosage des CLL. En cas de suspicion de rechute, il est
donc important de prescrire un dosage des CLL méme si I’EPS et I’IFE sérique sont

négatives.

3.1. Myélome a chaines légéres

Ces myélomes ne sécrétent qu’une chaine légere, détectée et identifiée au laboratoire. Dans
une étude portant sur 113 patients ayant un MCL, Dejoie et al. ont montré que la totalité de
ces patients avaient un ratio k/A anormal et un taux de CLLi mesurable pour le suivi selon
P'IMWG (> 100 mg/L) (165), mais que seulement 64 % avaient une PBJ en EPU mesurable
pour le suivi (> 200 mg/24 h) (165). Ceci témoigne d’une meilleure sensibilité du dosage des
CLL comparativement a I’'IFU pour la détection et le suivi des MCL. Le dosage des CLL
permet ainsi de pouvoir suivre les 36 % de patients ayant un MCL qui ne peuvent étre suivis

sur la PBJ, et remplace au moins dans ces cas I’EPU pour le suivi.

3.2.  Myelome non sécrétant

Des signes cliniques et radiologiques évocateurs de myélome associés a une absence de pic
monoclonal, une hypogammaglobulinémie et une vitesse de sedimentation (VS) normale font
suspecter la rare possibilité d’'un MNS. L’absence d’immunoglobuline détectable par I’IFE
explique la VS normale et le peu de complication rénale de cette forme particuliere et rare de

myélome.

Plusieurs publications ont conclu a I’apport diagnostique du dosage des CLL (rapport k/A
anormal dans environ 80 % des cas (166) (167)) et a son utilité pour le suivi. Désormais
I’IMWG (2) inscrit le dosage des CLL dans les examens recommandés pour le diagnostic et le

suivi des myélomes peu ou non sécrétants.
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II. Le myélome multiple indolent asymptomatique

Le myélome indolent ou asymptomatique (Smoldering Myeloma) correspond a une
prolifération clonale plasmocytaire significative, c’est un stade clinique intermédiaire entre
MGUS et MM dans lequel le risque de progression vers la malignité dans les 5 premiéres
annees apres le diagnostic est beaucoup plus élevé ; environ 10 % des patients diagnostiqués

avec un myélome ont été initialement diagnostiqués avec un myélome indolent (2).

C’est une gammapathie monoclonale appartenant aux pathologies “pré-myélomateuses”.
11 se différencie du MM par 1’absence de manifestations clinico-biologiques entrant dans les
criteres CRAB. Le principal risque est la progression en MM symptomatique, bien supérieur a
celui des MGUS.

1. Diagnostic
Le SMM est defini par les critéres suivants (2):

@ Prolifération plasmocytaire > 10 % et < 60 % au myélogramme.

® ET/OU Présence d'une protéine sériqgue monoclonale (IgG ou IgA) > 30 g/L, un ratio
rCLL < 100.

® ET/OU protéinurie de Bence Jonce > 500 mg/24 h.

® ET absence de critetre CRAB (hypercalcémie, insuffisance rénale, anémie et atteinte

osseuse) ou de signe d'amylose.

2. Pronostic

Le risque de progression d’'un SMM en myélome est de 10 % par an durant les cinq premiéres
annees, puis de 3 % par an les cing années suivantes, et de 1-2 % par an pour les dix années
suivantes (168). Un rCLL > 8 (mais < 100) est associé a un risque significatif de progression
vers le myélome ou I’amylose AL (169) et de 40 % a deux ans (170). Le ratio CLL fait ainsi
partie des criteres de SMM & haut risque évolutif, avec un impact thérapeutique : plut6t
qu’une abstention thérapeutique, un traitement individualisé tend a étre proposé a ces patients

a haut risque évolutif actuellement, dans le cadre d’essais thérapeutiques.
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Si ce méme ratio dépasse 100, le risque de progression vers un MM est imminent. En effet, il
a été observé que les patients présentant un rCLL > 100 ainsi qu’un taux de CLLi > 100 mg/L
présentaient un risque de progression vers un MM symptomatique a 2 ans de 76 % de méme
qu’un risque cumulé de progression vers un MM et une amylose AL a 2 ans de 82 %. Dans le
méme sens, une étude de 2013 montre que les patients présentant une infiltration médullaire
supérieure a 60 % par des clones plasmocytaires et un rCLL (CLLi/CLLni) anormal > 100
évoluaient vers un MM dans les 18 mois suivant leur diagnostic (171).

Ces sous-groupes de patients identifiés comme étant une entité a tres haut risque lors du
diagnostic peuvent étre considérés comme étant atteints d’un MM symptomatique et donc
prétendre a un traitement de MM (171).

Le SMM a chaine légere est un sous-type de SMM dans lequel il existe un exces de
CLL sans expression de chaine lourde d'immunoglobuline (172). Cette entité est caractérisee

par une sécrétion excessive de CLL monoclonal dans I'urine (protéinurie de Bence Jones).

Dans le SMM a chaine légere, le risque de progression en MM est plus élevé en fonction du
niveau de la protéine M urinaire. Dans une étude menée par Kyle et ses collégues, le risque de
progression sur 5 ans du SMM a la chaine 1égére était de 19% avec la protéine M urinaire de
0,50 a 0,099 g/24 heures contre 39% avec la protéine M urinaire > 1,0 g/24 heures (172).

3. Suivi

Selon I'IMWG (161), les taux sériques des CLL, I’immunoglobuline monoclonale, la NFS, la
calcémie et la créatinémie doivent étre réévalués tous les 3-4 mois. Chez les patients a haut
risque, le suivi doit se poursuivre indéfiniment et inclure des études d'imagerie périodiques
pour exclure une progression asymptomatique. Chez les patients a faible risque, le suivi peut
étre réduit a une fois tous les 6 mois apreés les 5 premieres années. Dans les deux groupes, le
développement de symptdmes évocateurs de MM ou de troubles apparentés doivent étre

soigneusement recherchés.
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I11. Gammapathies monoclonale de signification indéterminé

La gammapathie monoclonale de signification indéterminée correspond a une prolifération

clonale plasmocytaire minime n’étant pas responsable de dysfonction d’organe.

Le dosage des CLL seul a peu d’intérét pour le diagnostic de la majorité des MGUS ; Avec
une sensibilité diagnostique de 42 %, nettement inférieure a celle de I’EPS (82 %) (155). 1l est
cependant indispensable au diagnostic de MGUS a chaines légéres, représentant environ 20 %
des cas de MGUS, ou sa sensibilité est de 100 % (155).

Elles sont sous-divisées en fonction de I’immunoglobuline monoclonale en cause : MGUS a
IgM, non-IgM et MGUS a chaines légeres (157). Les MGUS a IgM proviennent de la

prolifération de lymphoplasmocytes n’ayant pas subi la commutation de classe.

1. Diagnostique
Son diagnostic requiert les critéres suivants (2) :

#® La détection d’une immunoglobuline monoclonale sérique (IgG (60 % des cas), IgA
(15 %), 1gD (1 %) ou IgE (1 %)) quantifiee a moins de 30 g/L ;

® Une infiltration médullaire plasmocytaire inférieure a 10 % ;

® | ’absence de dysfonction d’organe donc de signes CRAB (absence d’hypercalcémie,

d’insuffisance rénale, d’anémie et de 1ésions osseuses ostéolytiques).

Dans le cas d’'un MGUS a chaines légéres, et Selon la derniére classification Organisation
mondiale de la santé (OMS) de 2016, le stade MGUS a chaines légéres nécessite la réunion de

tous les criteres suivants :

Ratio /A anormal

Augmentation de la chaine Iégere impliquée
Pas de chaines lourdes a I’IFE

Pas d’organes atteints

Moins de 10 % de plasmocytes sur le myélogramme

Une excrétion urinaire de protéine monoclonale inférieure a 500 mg/24h.
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Certains auteurs proposent que, lors du diagnostic de MGUS a chaines légeéres, si le rCLL
(CLL i/ CLL ni) est inférieur a 8, le myélogramme ou 1’imagerie osseuse puissent ne pas étre
requis pour les patients sans signes cliniques d’un myélome associé (173). De ce fait, le
dosage systématique des CLL dans cette situation pourrait étre une aide dans I’indication de la

réalisation ou non d’un myelogramme.

2. Pronostique

Le risque d’évolution d’un MGUS vers un MM ou une amylose est estimé a environ 1 % par
an (174). Les MGUS a chaines légeres, définis par la détection uniquement de chaines
Iégéres dans le sérum et/ou les urines avec une excrétion urinaire inférieure a 0,5 g/24 h, ont
quant a eux un risque de progression vers un myélome ou une amylose plus faible, de 0,3 %
par an (contre 0,5-1 % pour I’immunoglobuline entiere) (173) (175). Ainsi, certains auteurs
suggerent de surseoir au myélogramme chez les patients avec MGUS a chaines Iégeres en cas

d’un rCLL < 8 du fait du faible risque de progression vers un myélome (173).

Les MGUS a IgM ont plus de risque de progresser vers une maladie de Waldenstrém ou un
lymphome avec un risque de progression significativement plus élevé que les MGUS non-
IgM (174).

Un ratio x/A anormal est un facteur de risque indépendant de progression dans les MGUS
[204]. L’isotype de I’immunoglobuline monoclonale, sa concentration, et le ratio /A
permettent de stratifier les MGUS en quatre catégories selon le risque de progression a 20 ans
vers un MM ou une pathologie associée (Tableau XVII) (161) (175). Le risque a 10 ans est de
17 % avec un ratio /A anormal contre 5 % avec un ratio normal (176).
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Tableau XVII. Stratification du risque de progression d’une gammapathie monoclonale de

signification indéterminée vers un myélome (161) (175).

Risque Isotype non-1gG | immunoglobuline | Ratio /A | Risque de progression
monoclonal > 15 | anormal a 20 ans (%)
g/L

Bas 2-5

Intermédiare bas 1 parmi les 3 21

Intermédiare haut | 2 parmi les 3 37

Haut X X X 58

Une autre étude portant sur 728 patients avec MGUS, a confirmé I’intérét de ces facteurs et a
montré que la diminution du taux sérique d’un ou de deux isotypes d’immunoglobuline
entiere(s) non impliquée(s) était aussi un facteur associé a la progression vers le myélome,
apres ajustement sur ces trois facteurs (176). Néanmoins, compte tenu du co(t, le dosage des
CLL dans cette indication est principalement réservé a des patients sélectionnés avec d’autres
facteurs de risque de progression, d’autant plus que la présence d’un seul facteur de risque ne

modifie pas de maniére significative la prise en charge de ces patients.

3. Suivi

Dans les MGUS, le dosage des CLL est inutile pour le suivi (161) (171), sauf dans les MGUS
a chaines légeéres puisqu’elles ne peuvent étre suivies sur le pic. Bien que le risque de
progression vers un myelome soit faible (0,3 % par an), les recommandations d’experts
proposent un dosage des CLL a 6 mois puis une fois par an pour le suivi, compte tenu du
risque élevé de NCM (23 % des patients) (173) (177).

97



IV. Intérét de dosage des CLL au cours des atteintes rénales

En cas d’insuffisance rénale aigué sans étiologic évidente, un dosage des CLL est
recommandé par I’International Kidney and Monoclonal Gammopathy Research Group
(IKMG Research Group) afin de dépister une gammapathie monoclonale sous-jacente
potentiellement responsable de la néphropathie. Un taux de CLL-x ou CLL-A > 500 mg/L est
en faveur d’une néphropathie tubulo-interstitielle induite par les CLL. A titre de comparaison,
I'IMWG recommande un seuil similaire de CLL monoclonales (500-1500 mg/L) pour
I’identification des Néphropathies a cylindre myélomateux (178).

La probabilité d’identifier un clone au cours des myelomes augmente lorsqu’un composant
monoclonal est détecté dans le sérum et/ou les urines. Cependant, chez certains patients, le
taux d’immunoglobuline monoclonale est tres faible, non détectable par les techniques
usuelles, témoignant de la faible masse tumorale du clone B sous-jacent et/ou de la forte
affinit¢ de I’immunoglobuline monoclonale pour le rein. Seule [I’étude en
immunofluorescence de la biopsie rénale permet parfois d’identifier le composant monoclonal
(179). L’utilisation en pratique clinique du dosage néphélémétriqgue des CLL a permis
d’augmenter la probabilit¢ d’identifier un clone. Ce dosage est maintenant recommandé

lorsque 1’on suspecte une maladie rénale associé a des dyscrasies plasmocytaires (180).

La diminution du taux des CLL est associée a une progression plus lente vers IR terminale et
une absence de récidive post-transplantation rénale (181).
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V. Amylose AL

Les amyloses appartiennent au groupe des maladies conformationnelles des protéines. Elles
sont liées a la capacité de certaines protéines d’acquérir une structure tertiaire instable et de
polymériser sous forme de fibrilles d’amylose insolubles dans la substance extracellulaire de
différents tissus. Plus d’une vingtaine de protéines peuvent étre amyloidogenes chez I’homme.
Dans I’amylose AL, c’est une chaine légére monoclonale d’immunoglobuline qui
constitue le précurseur proteéique des dépdts. C’est le résultat de la sécrétion par des
plasmocytes clonaux (plus rarement par lymphoplasmocytes clonaux) de chaines légeéres
d’immunoglobulines intactes ou fragmentées qui se déposent dans les tissus de I’organisme en

formant une structure en feuillets beta.

La plupart des régions variables des chaines 1égéres kappa et lambda sont susceptibles d’étre a
’origine de dépdts d’amylose, mais le segment V lambda V1 est toujours associé a des depots

(182). Les dépdts constitués s’accumulent alors et altérent la fonction de 1’organe touché.

1. Diagnostique

Les criteres diagnostiques du myélome ne sont pas remplis mais il est fréquent d’observer
une discrete augmentation du pourcentage de plasmocytes médullaires. Une gammapathie
monoclonale est presque toujours détectée dans le serum et/ou les urines. Le type de chaine
légére de la gammapathie monoclonale est principalement lambda (70 % des cas) (183).
L’immunophénotypage par cytométrie en flux des plasmocytes médullaires révelent des
plasmocytes clonaux (restriction isotypique) et un immunophénotype similaire a celui décrit

dans le myélome.

Au diagnostic, I’association EPS + EPU + IFE + CLL permet d’obtenir une sensibilité¢ de 100
% pour I’identification du composant monoclonal circulant, contre 96 % pour I’EPS + EPU +

IFE (184), et 75-98 % selon les études pour les CLL seules (160) (184).
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2. Pronostique

Une étude menée par Dittrich et al. montre qu’une dCLL < 50 mg/L est associée a un
meilleur pronostic, @ moins d’atteintes d’organes et des tissus mous, et & une atteinte

cardiaque moins fréquente et moins sévere, mais présentant plus d’atteintes rénales (184).

En 2018, une étude portant sur des patients avec amylose AL nouvellement diagnostiquée a
montré qu’une différence entre CLLI et la CLLni > 172 mg/L représentait un facteur de
risque de survenue d’événements thromboemboliques, plus souvent artériels que veineux, et

que la plupart de ces évenements surviennent dans 1’année suivant le diagnostic (185).

Une dCLL > 180 mg/L est un facteur pronostique indépendant, associé a une survie globale
de 10,9 mois contre 37,1 mois si dCLL < 180 mg/L (186). La stratification du risque inclut

désormais les trois critéres suivants :

® dCLL > 180 mg/L
® troponine T > 0,025 ng/mL
® NT-ProBNP > 1800 pg/mL (187).

C’est le nombre et la sévérité des atteintes viscérales (macroglossie, purpura, neuropathie
périphérique et autonome, hépatomégalie, atteinte digestive), en particulier cardiaque
(cardiomyopathie hypertrophique restrictive souvent associée a des troubles du rythme et des
anomalies de la conduction), et non la prolifération plasmocytaire sous-jacente qui
conditionnent le pronostic, méme si un taux de plasmocytes médullaires supérieur a 10 %
semble associé a une moins bonne survie (188). L’amylose AL est une maladie grave,
responsable de déces lorsque la prise en charge est tardive, alors que les nouveaux
traitements, efficaces chez la majorité des patients, permettent une rémission hématologique
et une médiane de survie prolongée, supérieure a 5 ans. Un diagnostic précoce est donc

essentiel.
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3. Suivi

Pour les patients atteints d'amylose AL, une surveillance étroite avec le dosage des CLL est
essentielle pour adapter le traitement et pour la détection rapide de la rechute (189). Il a été
rapporté qu'une stratégie conventionnelle adaptée a la réponse, basée sur une surveillance
fréquente de la concentration sérique des CLL et un changement rapide de traitement en cas
de réponse inadéquate, peut produire un taux de réponse élevé et une bonne survie dans un

contexte multicentrique (190).

V1I. Plasmocytome

Les plasmocytomes solitaires sont des tumeurs plasmocytaires isolées, définies par les critéres

suivants :

® Lésion unique osseuse (plasmocytome solitaire) ou tissulaire (plasmocytome extra-
0sseux) constituée de plasmocytes clonaux ;

® Absence d’infiltration médullaire plasmocytaire anormale sur une aspiration
médullaire ou une biopsie ostéomédullaire réalisée au niveau d’un autre site ;

® Absence de lésions osseuses supplémentaires a I’'IRM ou au scanner ;

® Absence de dysfonction d’organe, donc de signes CRAB.

Parmi les plasmocytomes, il faut individualiser un variant au pronostic plus péjoratif : le
plasmocytome solitaire avec infiltration médullaire plasmocytaire minime, dont les criteres
diagnostiques sont les mémes, a I’exception de I’infiltrat médullaire plasmocytaire clonale qui
est présente et inferieure a 10 %, ce caractere clonal étant habituellement mis en évidence par

immunophénotypage par cytométrie en flux sur une aspiration médullaire (191).

Le risque de progression vers un MM a trois ans est d’environ 10 % pour les plasmocytomes
solitaires et d’environ 60 % pour les plasmocytomes solitaires avec infiltration médullaire
minime (192).

Le dosage des CLL pour le diagnostic est inutile car peu sensible dans ce cas

comparativement a I’EPS (55 % contre 72 % respectivement) [194]. En revanche, son intérét
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est pronostique, un ratio k/A anormal étant un facteur de risque de progression vers le MM (44

% contre 26 % a cing ans) (4).

Dans une étude portant sur 116 patients atteints de plasmocytome solitaire suivi a la Mayo
Clinic, 43 ont évolué vers un myélome avec une durée moyenne de progression de 1,8 an. Un

rapport k/A anormal est retrouvé comme facteur de risque de progression (191).
V1I1. Hemopathies lymphoides

1. Leucémie lymphocytaire chronique

Il s’agit d’une hémopathie lymphoide B dite indolente et présentant un pronostic individuel

extrémement variable.

De nombreux marqueurs biologiques comme les CLL semblent apporter des informations
pronostiques indépendantes chez les patients atteints de LLC. Il a été observé que 43 a
50 % des LLC présentaient des taux de CLL élevées et/ou des anomalies de ratio /A (192)

(4), et que moins de 10 % des LLC sont associées a une gammapathie monoclonale (193).

A partir de ces observations, il a été montré que des taux de CLL éleveés ainsi qu’un ratio k/A
anormal sont associés a une survie globale diminuée chez les patients atteints de LLC (194).
Un ratio x/A anormal constituerait ainsi un sous-type de patients a mauvais pronostic dans la
LLC. Cependant, il s’agit d’études préliminaires, et il n’y a a ce jour aucune recommandation

pour doser les CLL dans ces pathologies (195).
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2. Lymphome non hodgkinien (LNH)

La plus forte prévalence de ratio CLL /A anormal est retrouvée pour le lymphome du
manteau (196). Ce ratio anormal serait associé a une survie globale plus courte (1,4 contre 18
mois pour un ratio normal) et a une forme agressive s’il est supérieur a 2 fois la normale,
tandis que la normalisation du ratio /A serait corrélée a une amélioration clinique (197).
Dans le cas d’un lymphome B diffus a grandes cellules (LBDGC), des CLL élevées sont
associées a une survie globale et sans événement plus courte. Le traitement des LBDGC
permet une diminution significative du taux de CLL, ce qui permettrait de le considérer
comme marqueur de réponse et/ou de rechute (198). Des résultats similaires ont été observés

avec des CLL mesurées avec le réactif N Latex Free Light Chain™ (199).

Comme pour la LLC, il n’y a a ce jour aucune recommandation pour doser les CLL dans ces
pathologies (195) (tableau XVIII).

Tableau XVII1. Synthése des indications du dosage des CLL mc sériques.

Diagnostique Stratification du -y Réponse
risque thérapeutique
MGUS X X X
SMM X X
MM X X
MCL X X X
Plasmocytome X
Amylose AL X X X X
MW
POEMS
Maladie de dépots de
X X X

chaines légeéres
Hypogammaglobulinémie X
MCL : myélome a chaines légéeres ; POEMS : Syndrome associant polyneuropathie,
organomegalie, endocrinopathie, gammapathie monoclonale, anomalie cutanée (skin) ; MW :

Maladie de Waldenstrém
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B. Les pathologies non clonales

Une élévation des CLL se produit également en cas de stimulation lymphocytaire B
anormale et chronique, et peut donc concerner diverses pathologies inflammatoires ou auto-
immunes, telles que le lupus, polyarthrite rhumatoide, syndrome de Gougerot-Sjogren et le

diabete type 2 et posent de nouveau la question du role biologique propre des CLL.

Cependant, il faut qu’on différencie entre une élévation des CLL monoclonales, qui est I’objet

de ce travail, d’une CLL polyclonales.

Comme on I’a vu précédemment, et pendant des années, l'intérét des CLL était exclusivement
lie au diagnostic et au suivi des dyscrasies plasmocytaires, telles que le MM et les LLC, dans

lesquels les CLL circulantes ont la particularité d'étre monoclonales.

La seule méthode utile pour mettre en évidence le caractére monoclonal des CLL est I'EPS,
tandis que le rapport k/A peut étre utilisé pour confirmer I'origine monoclonale des CLL. En
fait, la principale différence entre les CLL polyclonales et monoclonales est I'absence de
modifications significatives du rapport /A (156), qui est déterminé par les techniques de

dosage des CLL traité dans le chapitre 3.
|. Maladies auto-immunes

1. Sclérose en plaque

La sclérose en plaque (SEP) est une maladie inflammatoire auto-immune démyélinisante de la
substance blanche disséminée au sein du systéeme nerveux central (200). Les cellules T
réactives dans le cadre de la SEP semblent avoir un phénotype différent de celui des patients
exempt de SEP, avec un nombre de lymphocytes CD8 autoréactifs vis-a-vis de la myéline

plus important (201).

Dans le cadre de la SEP, le taux de CLL-k (CLL-A n’a pas d’intérét dans cette indication)
dans le LCR a été mesuré afin de I’intégrer dans un double ratio entre LCR et sérum. Ce ratio

est nommeé « fraction intrathécale », mesurée chez les patients atteints de la SEP.
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Si ce ratio dépasse 5,9, la sécrétion de CLL intrathécale est considérée comme élevée. La
fraction intrathécale s’avére étre plus €élevée chez les patients atteints de SEP que chez ceux
présentant pour la premiére fois un épisode de démyélinisation d’origine inflammatoire appelé
syndrome cliniquement isolé (SCI). Cette fraction intrathécale est elle-méme plus élevée lors

de SCI que chez les témoins (202).

La mesure des CLL et I’index CLL-x ont une meilleure sensibilité et elles sont plus rapide,
mais elles ont une moindre spécificité que la recherche de bandes oligoclonales dans la SEP
(203).

Une étude prospective (204), menée en 2020, a évalué 'utilité de la fraction intrathécale et
des bandes oligoclonales (détéctés par isoéléctrofocalisation suivi d’une IF) afin de faciliter
I’application d’algorithme de diagnostique de la SEP. Les résultats obtenus sont résumé dans
le tableau XIX.

Tableau XIX. Sensibilite, spécificité de la fraction intrathécale pour le diagnostic de SEP

(204).
Seuil fraction intrathécale Sensibilité Spécificité
>2,9 97,4% 64,7%
>4,3 94,8% 76,4%
>7,3 84,6% 82,4%

Ces résultats suggeérent que l’'utilisation de la fraction intrathécale améliore 1’algorithme
diagnostique de la SEP, en limitant ’analyse inutile des bandes oligoclonales (figure 33). Cet
algorithme a permis d’éviter I’analyse des bandes oligoclonales chez 20% des patients
suspéctés de SEP (204).
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Analyse LCR pour suspicion
de SEP (n=56)

Fraction
intrathécale

<2,9 >2,9
(Négatif) (Positif)

SEP peu SEP
probable probable

(n=11) (n=45)

Détection
bandes
oligoclonales

I_I_I

Négatif Positif
(n=5) (n=40)

Figure 31. Algorithme pour le diagnostic de la SEP basé sur la fraction intrathécale et la

détection de la bande oligoclonale (206).

Le dosage des CLL-x dans le LCR pourrait ainsi étre utile a terme pour remplacer la
recherche de bandes oligoclonales dans le bilan diagnostique d’une SEP. Le ratio k/A dans le
LCR pourrait étre un outil & visée pronostique (205), permettant ainsi d’identifier

précocement les patients a mauvais pronostic afin d’adapter la stratégie thérapeutique.

2. Le syndrome de Gougerot-Sjogren

Le syndrome de Gougerot-Sjogren (SGS) est une maladie auto-immune chronique définie par
une diminution de la sécrétion lacrymale, déterminant une xérophtalmie, et une diminution de
la sécrétion salivaire entrainant une xérostomie, d’ou la terminologie de « syndrome sec »
parfois utilisée pour la décrire. L’association de ces deux critéres est indispensable au

diagnostic.
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Le SGS est lié de point de vue physiopathologique a I’infiltration lymphoplasmocytaire qui
affecte I'épithélium des glandes exocrines (salivaires, lacrymales, nasales, vaginales etc.) mais
aussi de nombreux autres organes déterminant son caractére systémique potentiel et
expliquant le polymorphisme de sa présentation, entrainant une diminution de la production

de larmes et de salive avec un risque de transformation de la maladie en lymphome (206).

2.1. Epidémiologie

Le SGS touche plus souvent les femmes avec un sexe-ratio de 9 femmes pour un homme et il
ne semble pas exister de prédominance raciale. Son pic de fréquence se situe autour de 50 ans

mais avec des extrémes allant de 2 a 83 ans (206).

2.2. Intérétdes CLL

Gottenberg et al. (207) ont constaté que 22,3% des patients présentaient des taux sériques

anormaux de CLL, dont :

12,2% des patients présentant des taux CLL-k augmentés (un rapport k/A anormal)

]
® 35,3% des taux CLL-A augmentés (un rapport k/A anormal)
® 5% ont des taux augmentés de CLL-k et de CLL-A

L

0,7% avec seulement un rapport k/A anormal.

Des niveaux €élevés de CLL avec un rapport k/A normal ont été le plus souvent détectés chez
les patients atteints de SGS associé au MGUS par rapport aux patients avec seulement SGS
primaire (207). De plus, il a été rapporté que d'autres marqueurs biologiques de I'activation
des lymphocytes B étaient corrélés avec les CLL chez les patients atteints de SGS primaire,
tels que les auto-anticorps anti-SSA et anti-SSB (Anticorps anti-nucléaires), le facteur
rhumatoide, les taux sériques d'IgA, 1gG et IgM, les facteurs d'activation des cellules B

sériques et de p2-microglobuline sérique (207) (208).

Les taux sériques de CLL étaient plus élevés chez les patients atteints de SGS primaire
présentant des caractéristiques systémiques que chez ceux n'ayant qu'une atteinte glandulaire.
L'atteinte extraglandulaire était associée a des niveaux anormaux de CLL et également a des
anticorps anti-SSB (208).
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Vu que la glande salivaire est le site le plus pertinent dans le SGS, il est trés probable que la
salive elle-méme refléte tot I'impact de la maladie par rapport au sérum [256]. En particulier,
Sandhya et al. ont observé que la CLL-«k salivaire était élevée chez 66,67% des patients par
rapport aux témoins, tandis que la CLL-A salivaire était élevée chez 73,33% des patients par
rapport aux témoins. En ce qui concerne le sérum, la CLL-k était anormale chez 92,3% des
patients et 26,67% des témoins, tandis que la CLL-A sérique était anormale chez 84,61% des
patients et 33,33 % des témoins, respectivement (208). Des rapports antérieurs ont montré que
les glandes salivaires mineures des patients atteints de SGS primaire ont des plasmocytes

monoclonaux contenant le méme isotype monoclonal que celui retrouvé dans le sérum (209).

Pour ces raisons, les CLL ont été évalués dans la salive des patients SGS. Les CLL-x et CLL-
A salivaires et sériques étaient plus élevées dans le SGS primaire par rapport aux témoins. De
plus, les CLL-A salivaires et CLL-A sériques étaient associées a des signes et symptomes
oculaires, tandis que les CLL-A salivaires avaient la spécificité la plus élevée et les CLL-k
sériques la sensibilite la plus élevée pour le diagnostic de SGS primaire. Une autre
combinaison de CLL-A salivaire et de CLL-x sérique a amélioré la sensibilité du test jusqu'a
100% (208) (210).

3. Lupus erythémateux disséminé

Le Lupus érythémateux disséminé (LED) est une maladie auto-immune multisystémique
chronique affectant principalement les femmes en age de procréer d'origine afro-américaine
(211). Les facteurs génétiques et environnementaux coopérent pour induire le LED ainsi que
pour exacerber la maladie et ses symptdmes (212). L'évolution de la maladie est caractérisée

par des périodes de poussées avec des phases de rémission.

L'activation des cellules B a un réle fondamental dans la pathogenése du LED: une
hyperactivité étendue des cellules B polyclonales est généralement observée au cours de la
maladie active, suivie par une synthése d'immunoglobuline polyclonale primordiale avec une
libération subséquente abondante de CLL (213).
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De plus, de nombreuses autres études ont confirmé que les patients atteints de LED ont des
taux sériques élevés de CLL, méme en comparaison avec des sujets sains. Aggarwal et al.
(214) ont déterminé les taux sériques de CLL chez les patients atteints de maladies
rhumatologiques, telles que le LED et la polyarthrite rhumatoide (PR), en observant que les
concentrations de CLL-x et CLL-A étaient élevées par rapport aux témoins, tandis que le
rapport «/A était normal, montrant le caractére polyclonales des CLL. En outre, les taux de
CLL étaient significativement plus élevés chez les patients atteints de LED que chez les
patients atteints de PR, et les auteurs ont également remarqué une forte corrélation entre les

CLL et I'activité de la maladie mesurée par I'évaluation globale du médecin (214).

4. Polyarthrite rhumatoide

Gottenberg et coll. en 2007, ont analysé les CLL sériques chez 50 patients atteints de PR, en
observant que les chaines k et A sériques étaient significativement plus élevées que chez les
témoins, tandis que le rapport k/A n'était pas significativement différent entre les patients et les
témoins ; confirmant ainsi le caractére polyclonales des CLL : 36% des patients avaient une
augmentation des CLL sériques, 30 % de chaines k augmentées (dont 6% de patients avec un

rapport k/A accru) et 6% de chaines A augmentées (207).
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5. Sclérodermie systémique

La sclérodermie systémique (ScS) est une maladie chronique du tissu conjonctif,
principalement caractérisée par des anomalies du systéme immunitaire conduisant a un
dysfonctionnement endothélial et une accumulation progressive de collagene dans la peau et

dans différents organes internes (215).

Pour mettre en évidence le réle des CLL dans la ScS, une étude, menée par un groupe de
chercheur, a constaté que les taux sériques moyens des CLL étaient significativement plus
élevés chez les patients atteints de ScS par rapport aux témoins sains. En particulier, les
chaines « sériques et le rapport /A étaient significativement plus élevés par rapport aux sujets
sains, tandis que les chaines A sériques étaient similaires (ces résultats ont également été
confirmés aprés correction pour I'dge et les concentrations de créatinine). De plus, des
corrélations directes sont apparues entre les marqueurs d'activité de la maladie et les CLL-x et
CLL-A, mais pas avec les scores de gravité, alors qu'aucune différence n'a été notée pour les
patients atteints d'une maladie active et inactive. Ils ont également trouvé une corrélation entre

les CLL et I'lL-6, la protéine C-réactive et la VS dans leur cohorte de patients ScS (216).
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I1. Maladies inflammatoires

Les concentrations seriques de CLL dépendent de I'équilibre entre la production de CLL (a
partir des plasmocytes et de leurs progéniteurs) et la clairance rénale des CLL. Les chaines A
et « circulantes peuvent augmenter de 10 a 20 fois suite a la surproduction
d'immunoglobulines polyclonales et/ou a une augmentation des lésions rénales (217). Une
surproduction de CLL peut survenir suite a un excés de production d'anticorps par les cellules
B, généralement a la suite d'une stimulation immunitaire chronique, et pour cette raison, la
mesure des CLL a été proposée comme biomarqueur de l'activité des cellules B dans un

certain nombre de maladies inflammatoires chroniques et auto-immunes (218).

Differentes études ont montré qu'un excés de CLL libérés dans la circulation est synthétisé de
novo par les cellules B mur, prouvant qu'il existe une différence structurelle et
conformationnelle entre les chaines légeres nouvellement synthétisées et celles sécrétées (32).
Ceci confirme que les CLL ne sont pas un gaspillage de synthése d'immunoglobuline, mais
des molécules actives synthétisées suite a l'activation des cellules B, avec des propriétés
immunologiques. L'étude des CLL est aujourd’hui un domaine d'intérét croissant afin de
révéler leur role biologique et une éventuelle utilisation clinique. De plus, l'attention portée a
leur fonction a suscité un nouvel intérét pour leur réle potentiel dans différentes maladies
inflammatoires et auto-immunes chroniques (219). Plusieurs travaux expérimentaux sur des
animaux et des études in vitro ont mis en évidence la capacité des CLL a interagir avec les
mastocytes et les neutrophiles, avec le potentiel de favoriser I'inflammation (220). Lorsqu'un
Ag se lie aux mastocytes, les CLL se lient au complexe mastocyte-antigéne, provoquant la
sensibilisation de la cellule immunitaire qui est activée pour libérer des médiateurs
inflammatoires (221). Par conséquent, les concentrations de CLL polyclonales reflétent le
statut inflammatoire indépendamment des réactifs de phase aigué bien connus, tels que la

protéine C-réactive, que I'on trouve couramment dans les troubles auto-inflammatoires (222).

111



I11. Diabéte type 2

La mesure des CLL sériques dans le cadre d’un diabéte de type 2 pourrait étre un outil de
suivi précoce de la néphropathie diabétique (6). En effet, les patients diabétiques méme
lorsque la fonction rénale est normale (débit de filtration glomérulaire > 90 mL/min/1,73m2)
présentent des taux de CLL sériques plus éleves que des témoins sains.

Plusieurs hypotheses sont proposées pour expliquer cette observation :

#® [ ’¢tat d’inflammation chronique des patients
® Lasensibilité importante des CLL vis-a-vis de la filtration glomérulaire
#® [ ’augmentation polyclonale des CLL qui pourrait étre la cause de la néphropathie (6).

La CLL polyclonale est calculée en additionnant les résultats des dosages Freelite® des CLL-
ket CLL-A.

Chez le patient atteint de diabete de type 2, la CLL pourrait étre utilisée comme biomarqueur
d’athérosclérose. En effet la CLL est associée de facon indépendante a 1’extension d’une
athérosclérose carotidienne (223). La concentration de CLL pouvant prédire la survenue
d’éveénements cardiovasculaires dans une population atteinte de diabéte de type 2 a été fixée a
57 mg/L (224). L’utilisation d’un score de risque incluant la CLL (> 57 mg/L), le taux de
triglycérides (> 6,7 mmol/L) ainsi que la pression artérielle systolique (> 155 mmHg) a été
proposée. Un score de 1 ou 2 chez un patient diabétique était associé a des risques de

survenue d’événement cardiovasculaire calculés a 5,7 et 15,4 respectivement (224).
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Depuis la découverte de la protéinurie de Bence Jones en 1857 1857a la commercialisation du
premier dosage des CLL mc, 154 ans se sont écoulés. Ce délai est le témoin de la complexité
de la mise au point du dosage des CLL et de 1’avancée scientifique qu’il représente. En effet,
les CLL mc sont d’une grande complexité structurale a I’origine des limitations analytiques et

des difficultés d’interprétation de leurs résultats indépendamment de la technique utilisée.

Des avancés techniques sont nécessaires pour une meilleurs standardisation des techniques de
dosage et pour surmonter les limites analytiques notamment la détection de 1’exces

d’antigeéne, le défaut de la linéarité et la variation de lot a lot.

La mise au point de ce dosage a révolutionné la prise en charge des patients atteints de
dyscrasies plasmocytaires. Ces principales indications classiques en pathologie hématologique
restent le diagnostic et le suivi du MM, le diagnostic des MGUS, et le suivi de la réponse
thérapeutique dans I’amylose AL. Sur les 4 tests disponibles a ce jour, seul le test Freelite® a

validé I’ensemble de ces résultats.

S’il est utilisé dans les indications correctes, le dosage des CLL apporte ainsi une information
permettant de modifier la prise en charge des malades. Progressivement, le dosage des CLL
voit ses indications s’¢largir, notamment dans les pathologies non tumorales comme la SEP,
et peut étre prochainement d’autres pathologies auto-immunes comme le LED.
Néanmoins le niveau de preuve dans les maladies auto-immunes reste assez faible et nécessite
une meilleure évaluation afin de cerner les situations dans lesquelles ce dosage pourrait

apporter une information modifiant la prise en charge des malades.

Ainsi I’avenir du dosage des CLL est & suivre avec une attention toute particuliére.
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Résumé

Titre : Chaines légéres libre monoclonales : de la biologie & la clinique
Auteur : TAQI Abdelilah
Directeur de la these : Pr. ELMACHTANI IDRISSI Samira

Mots clés : Chaines légeres libres monoclonales, Gammapathie monoclonale, Amylose AL,
Myeélome.

La production d'anticorps s'accompagne d'un léger exces de synthése des chaines légeres
d'immunoglobulines x et A, qui ne sont pas liées a des chaines lourdes pour former une

immunoglobuline entiére, ces chaines légeres sont qualifiés de libres.

Le dosage des chaines légéres libres sériques est un marqueur important dans les dyscrasies
plasmocytaires. Il est ainsi recommandé en premiére intention par plusieurs sociétés savantes
notamment 'IMGW et la HAS, pour le diagnostic des gammapathies monoclonales, en
association avec 1’électrophorése et avec I’immunofixation des protéines sériques. Son
utilisation est aujourd’hui incontournable dans 1’établissement de diagnostique, de pronostic
et de suivi thérapeutique du myélome, des MGUS, des plasmocytomes et de 1’amylose AL.
Récemment, des études ont montré son intérét également dans le diagnostic de diverses
pathologies non clonales et des pathologies auto-immunes comme la SEP, la PR, le syndrome
de Gougerot Sjogren et le diabéte type 2.

Plusieurs techniques de dosage des CLL mc sont actuellement commercialisées, et permettent
le dosage séparé des CLLk- et les CLL-A ainsi que le calcul de leur ratio /A, la technique de
référence a ce jour étant le Freelite®. Ces tests ne sont pas interchangeables dans le suivi de la
réponse thérapeutique et présentent plusieurs difficultés analytiques liées au comportement
particulier des CLL. Une discussion clinico-biologique est importante pour une meilleure

prise en charge des patients.

Ce travail est une mise au point sur les caractéristiques métaboliques des CLL mc, une

présentation de la plupart des méthodes analytiques commercialisés a ce jour avec leurs

avantages ainsi que leurs limites, et au dernier un accent particulier sur leur utilité clinique.
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ABSTRACT

Title: Monoclonal free light chains : from biology to clinique
Author: TAQI Abdelilah
Supervisor: Pr. ELMACHTANI IDRISSI Samira

Keywords: Monoclonal Free light chains, Monoclonal gammopathy, Amylose AL, Myeloma.

The production of antibodies is accompanied by a slight excess synthesis of the light chains of
k and A immunoglobulins, which are not linked to heavy chains to form a whole

immunoglobulin; these light chains are qualified as free.

The serum free light chain is an important marker in plasma cell dyscrasias. It is therefore
recommended as a first-line treatment by several international authorities, in particular the
IMGW and the HAS, for the diagnosis of monoclonal gammapathies, in combination with
electrophoresis and with the immunofixation of serum proteins. Its use is essential in the
establishment of diagnosis, prognosis and therapeutic monitoring of myeloma, MGUS,
plasmacytomas and AL amyloidosis. Recently, studies have shown its interest in the diagnosis
of various non-clonal pathologies and autoimmune pathologies such as MS, RA, Gougerot

Sjogren syndrome and type 2 diabetes.

Several mc FLC assay techniques are currently on the market, and allow the separate assay of
k-FLC and A-FLC as well as the calculation of their « / A ratio, the reference technique to date
being Freelite®. These tests are not interchangeable in monitoring therapeutic response and
present several analytical difficulties related to the particular behavior of FLC. A clinical-

biological discussion is important for better patient care.

This work is an update on the metabolic characteristics of mc FLC , a presentation of most of
the analytical methods marketed to date with their advantages as well as their limitations, and

lastly a particular emphasis on their clinical utility.
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