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I Préambule

Le dosage dans différents liquides biologiques des chaines légeres libres (CLL) des
immunoglobulines, monoclonales ou polyclonales, est devenu une exploration
indispensable pour le diagnostic et le suivi de différentes pathologies. Il est pourtant

toujours réalisé hors nomenclature et donc non remboursé par la sécurité sociale.

Ces chalnes légeres sont produites par les plasmocytes en exceés par rapport aux chaines
légeres libres liées aux chaines lourdes. Du fait la faible demi-vie des CLL par rapport aux
immunoglobulines entiéres, elles sont un reflet plus pertinent de [I'activation et la

prolifération cellulaire.

Avant la commercialisation de tests de quantification des CLL, leur exploration en routine
était basée sur leur visualisation, dans le sérum, les urines ou le LCR en électrophorése, en

immunofixation ou immunoempreinte avec des anticorps spécifiques.

Grace au développement d’antisérums polyclonaux ciblant les CLL et pas les chaines légeres
liées aux chaines lourdes, la société « The Binding Site » (TBS) a proposé des trousses, basées
sur les principes de turbidimétrie ou de néphélémétrie adaptées a un tres grand nombre
d’appareils de différentes sociétés (Cobas (Roche), Image (Beckman), BNIl ou BN prospect
(Siemens),.....;). La société SIEMENS a proposé, quelques années plus tard un test avec des
anticorps monoclonaux concurrent en Néphélémétrie sur ses automates. La société TBS a
ensuite choisi une autre stratégie commerciale, celle de proposer son propre automate de
turbidimétrie avec une gamme large de paramétre d'immunochimie, le SPAplus puis
I'OPTILITE, un automate développé spécifiquement par TBS pour un panel d’analyses
protéiques spécialisées. Enfin, la société SEBIA, leader dans les techniques de séparation
électrophorétique, a choisi une approche différente, en ELISA, pour concurrencer la société

TBS dans le domaine de I'exploration des immunoglobulines monoclonales.

Le laboratoire d’Immunologie de I’AP-HM qui a participé a la validation des tests de la
société TBS des le début, réalise par an, sur I'automate OPTILITE, 1265 analyses comparées
des chaines légéres libres LCR/sérum avec calcul des index KL et LL et 4185 dosages des CLL K
et L avec calcul du ratio KL/LL dans le sérum. Le laboratoire peut explorer ces CLL en

parallele dans le sérum en électrophorése capillaire, en immunotypage capillaire et en



immunofixation et dans les urines en électrophorése en fonction du poids moléculaire et en

immunofixation.

Ce mémoire de thése présente les caractéristiques des CLL, les techniques d’exploration et
leur intérét médical. L'illustration de données préliminaires de comparaison des résultats
obtenus sur I'OPTILITE et en ELISA, sur du sérum et du LCR, introduira les objectifs du

mémoire de DES de biologie médicale.



Il. Structure, synthese et fonctions des immunoglobulines

A Structure des immunoglobulines
Les immunoglobulines (protéines globulaires) sont des glycoprotéines formées de domaines

d’environ 110 a.a. contenant un pont di-sulfure intra-caténaire.

Elles sont formées de 4 chaines polypeptidiques : deux chaines lourdes (H pour « heavy ») de
50 a 80kD et deux chaines légeres (L pour « light ») (Kappa K et Lambda L) de 25kD, reliées

entre elles par un nombre variable de ponts disulfures. Ces chaines forment une structure en Y.
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Figure 1. Structure générale d’un anticorps

Il existe cing classes différentes en fonction des chaines H : IgG (chaine lourde « Gamma »),
IgM (chaine lourde « Mu »), IgA (chaine lourde « Alpha »), IgD (chaine lourde « Delta ») et
IgE (chaine lourde « Epsilon ») (Wall and Kuehl, 1983).

Les 1gG sont divisées en 4 sous-classes (I1gG1, 1gG2, 1gG3 et 1gG4) et les IgA en 2 sous-classes
(IgAl et 1gA2).
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Figure 2. Structure des différentes sous-classes d’lgG

Les IgM et les IgA sont caractérisées la présence d’une chaine J qui se lie, par des ponts di-
sulfures a une séquence en COOH-terminale des chaines H induisant une formation en
pentamere pour les IgM et en dimere pour les IgA (rarement trimére ou polymére)

(Koshland, 1975).

Il existe deux isotypes de CL. CL de type K et CC de type L constituées de deux domaines : un
domaine constant au niveau C-terminal et un domaine variable au niveau de I'extrémité N-

terminale.

Le clivage enzymatique (par deux enzymes protéolytiques : papaine et pepsine) spécifique a
permis a PORTER et NISONOFF d’isoler différents fragments via la région charniére des Ig
(Steiner and Knight, 2001). La digestion par la papaine génére (1) les fragments Fab:
formation de deux fragments identiques qui contiennent une chaine légere et les domaines
VH et CH1 d’une chaine lourde; (2) le fragment Fc (fraction cristallisable) constitué des
domaines CH2 et CH3 des CH. La digestion par la pepsine génére (1) un fragment F(ab’)2 qui
correspond a l'association de deux fragments Fab reliés par une petite partie de la région
charniére et un clivage apres les ponts di-sulfure entre les deux chaines lourdes. La région Fc

de la molécule est digérée en courts peptides.
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Figure 3. Digestion des immunoglobulines par la papaine et la pepsine

On définit I’'hétérogénéité des Immunoglobulines selon trois niveaux (Jefferis and Lefranc,

2009) :

(1) I'isotypie : commune a tous les individus d’'une méme espéce définissant les classes et les
sous-classes (portée au niveau des parties constantes) ainsi que les différents isotypes de

chaines légeres,

(2) I'allotypie : déterminants antigéniques qui vont distinguer deux individus d’une méme

espece (au niveau des domaines constants des chaines H (G et A) et L (K),
(3) l'idiotypie : déterminants antigéniques portés par un anticorps chez un individu donné.

Les Ig sont des glycoprotéines. Il existe un site de N-glycosylation sur une asparagine dans le
domaine CH2. Les modifications de la composition de la chaine glycosidiques incluant le site
déterminant sialylés, observées notamment en situation pathologique, influence
I'interaction avec le Clqg et les récepteurs Fc gamma exprimés par les cellules immunes

(Halpern, 1971)(Arnold et al., 2007).

B. Génération de la diversité
La production d’un nombre tres important d’anticorps différents au niveau de leur séquence
dans les régions variables est nécessaire pour la reconnaissance de I'immense variété des
antigénes du soi et du non-soi (Tonegawa, 1983)(Dudley et al., 2005). Ceci se réalise par des
processus de ré-arrangement ou recombinaison de séquences génomiques portant sur les

genes des chaines lourdes et les genes des chaines légéres.



Les genes codant pour les chaines lourdes sont situés dans le chromosome 14. lls sont
constitués de loci pour les régions V (pour variable) > a 1000, D (pour diversité) > a 15, J
(pour jonctionnel)> a 5 et C (pour constante) : y, 6, v1, v2, y3, v4, €, al, a2) correspondant
respectivement aux 9 isotypes de chaines lourdes. Il existe des exons codant pour chaque

domaine constant des chaines lourdes.
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Figure 4. Structure des génes codant pour les chaines lourdes

Les recombinaisons sont réalisées grace aux enzymes Rag (recombinases) Ragl et Rag2,
aussi impliguées dans la génération de la diversité des TCR (Schroeder and Cavacini, 2010).
En I'absence de Rag, il existe une déficience en LyT et en LyB par absence de formation des
TCR et des BCR. Les étape des processus pour la recombinaison au niveau V-J sont illustrées

dans la figure ci-dessous.
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Figure 5. Etapes de la recombinaison V-J

Les processus de recombinaison ne sont pas parfaits, sous I'influence de I'enzyme TdT, qui
augmente ainsi la diversité. Apres les étape de clivage, 'ADN ligase permet la jonction des
loci V et ).

Les étape suivantes illustrées dans la figure se succedent pour aboutir au transcrit primaire

qui va étre traduit en chaine lourde.
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Figure 6. Etapes de réarrangement des génes codant pour les chaines lourdes

Cette organisation génomique permet le mécanisme de commutation de classe, c.a.d. la
production, dans un premier temps, des IgM et ensuite, par des mécanismes de
recombinaison, des Ig d’autres classes.

Du fait de I'excision de la partie codant la partie constante des IgM, un Ly B produisant par
exemple des 1gG, ne peut plus synthétiser des IgM (Honjo, 1983).

Concernant les chaines légeres, les processus sont similaires, mais il n’y a pas de régions D et
pas de phénomeéne de commutation de classe.

Les génes codant les chaines K se localisent sur le chromosome 2. Deux groupes de génes
codent pour la partie variable de la chaine k : Les génes V qui contiennent 76 génes et les
génes J contenant 5 genes. Au cours de la maturation de lymphocytes B, les genes de la
partie variable subissent un réarrangement (sélection et combinaison aléatoire des génes de
la partie variable) avec I'’émergence d'un seul géne codant pour la partie variable qui va se

combiner au géne codant pour la partie constante (Zachau, 1989).

Les genes codant pour les chaines L sont localisés sur le chromosome 22. Les parties

variables sont codées par 35 genes V et 6 génes J.

Les parties constantes sont codées par un seul gene, il existe un locus les K et plusieurs loci

pour les L (Kawasaki et al., 1997).
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Figure 7. Structure génomique des génes des chaines légéres

Une fois les chaines lourdes et légéres synthétisées, leur association va augmenter la
diversité du fait du partage du site anticorps. Enfin, lors des réponses immunitaires a un
antigéne, les LyB vont subir des mutations ponctuelles a |'origine de modification

permettant I'augmentation d’affinité pour cet antigene.

C. Etapes de la synthése des immunoglobulines
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Figure 8. Etapes de la synthése des Ig

La premiere étape porte sur le ré-arrangement des genes qui codent pour la chaine lourde
sur un des chromosomes, d’origine maternel ou paternel. Si ce processus échoue, il est
réalisé sur I'autre chromosome. La deuxieme étape porte ensuite sur le ré-arrangement de
la chalne légére pour aboutir a un LyB mature, portant les Ig de surface. La synthese des Ig

commence a partir du stade pré-B mais elles restent intra-cytoplasmiques. C'est seulement
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lorsque les Ig sont exportées a la surface du lymphocyte sous forme d’lg membranaire que le

LyB est mature. C'est une synthése qui se fait indépendamment d’un stimulus antigénique.

Au cours de sa différenciation, le LyB produit d'abord des I|g membranaires a sa surface, puis

des Ig sécrétées aprés maturation en plasmocyte. Cette étape de maturation de passage de

la production de formes membranaires d’lg par les LyB a la synthése de formes solubles par

les plasmocytes différenciés se fait par un mécanisme d’épissage alternatif. Cette étape est

liée a une activation (dans les organes lymphoides secondaires) du LyB, liée a la rencontre
avec I'Ag, et la coopération avec des LyT helpers. Les LyB synthétisent d'abord des IgM et des

IgD et produiront ensuite une autre classe d'lg (I1gG, IgE ou IgA) par le mécanisme de

commutation de classe ou « switch » d'isotype (Bankovich et al., 2007)(Geisberger et al.,

2006).

D. Les fonctions des immunoglobulines

Chaque isotype d’lg exerce des fonctions différentes liées a sa structure (Bengtén et al.

2000).

IgA IgG IlgM gD IgE
S ¥
Structure . s hi{fﬁ:‘ "-1 FE "
Bk B 4w 2 &
Poids moleculaire (KDa) 160 (340) 146-170 160 (970) 184 188
% des Ig sériques 7=15 85 5 03 0,02
Taux serique (mg/mL) 3.5 13,5 1,5 0,03 Ex 10
Demi-vie (jours) B 7-21 10 3 2.5
Activation du complément - + + . R
(voie classique)
Transfert placentaire = + - - -
Ligison aux phagocytes + + - - +

Figure 9. Les classes d’immunoglobulines et leurs principales caractéristiques
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1. La neutralisation
Les anticorps permettent de neutraliser des bactéries, des virus ou encore des toxines et
faciliter leur élimination. Les IgG permettent une neutralisation systémique alors que les IgA

agissent au niveau muqueux (Cavacini et al., 2003).

Toxine ® 5 * e Antucorps--_____\%.
e%e ® [e)

RISy IR
Récepte: r } R Rﬁ% Cellule

Figure 10. lllustration du processus de neutralisation d’une toxine

2. L'activation de la cascade du complément
Le systéme du complément est un ensemble de protéines plasmatiques. Ce systeme agit par
une cascade d'activation. Il existe plusieurs voies d’activation, la voie classique, la voie des

lectines et la voie alterne.

L’activation de la cascade induit la formation, d’une part, (1) des fractions solubles comme
les fractions C3a et C5a, pro-inflammatoires et chimiotactiques, la fraction opsonisante C3b
qui se lie aux bactéries et au récepteur CR3 des cellules phagocytaires et, d’autre part (2) le
complexe d'attaque membranaire (CAM) qui permet une action cytolytique sur la cellule

cible.

Les IgG, sauf les IgG4, et les IgM, aprés fixation sur I'antigene, découvrent un site sur le
fragment Fc, afin de permettre la fixation de la molécule Clq du complément qui induit

ensuite |'activation de la voie classique par les molécules C1r et C1s (Boackle et al., 1979).
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3. Activation via la fixation aux récepteurs pour la partie Fc des

immunoglobulines G.

a) Les récepteurs pour la partie Fc des IgG
Function Activating Inhibitory
Immunoglobulin
domain
Structure Common y-chain
N A
Cell membrane J Z:] =1
XXX OO0 (| X b |}
l f | ! 1
SPSTO |1 - Pt feaain | gy (i ‘
ITAM Uu o ] g u GPl anchor ITM
v u
Name FeyRI FcyRIA FeyRIIC FcyRINA FcyRINB FcyRIIB
Lymphoid Not expressed Not expressed NK cell NK cell Not expressed ;;i“:t{;”
i . Monocyte, DC Monocyte, DC, platelet Monocyte, DC Monocyte, DC
Expression Myslold and macrophage  and macrophage hiotexpressec and macrophage biot expressed and macrophage
Neutrophil and : Neutrophil, mast Neutrophil, basophil
Ganulocyte eosinophil heutrophil Notexpressed Not expressed cell and eosinophil and mast cell
PR 2 18GI>>>1gG2, 1gGl and IgG3>> I8GI>1gG3>> 18GI>>IgG2 and 1gGl and IgG3>> IgGI>1gG3>>
18G binding affinity 18G3 and IgG4 18G2>1gG4 18G4>1gG2 18G3 >IgG4 1gG2 and IgG4 1gG4>18G2
( J \ J
Y Y
CDh64 CD32 CD16 Nature Reviews | Inmunology

Figure 11. Structure et expression des récepteurs pour la partie Fc des IgG

Comme indiqué dans le tableau ci-dessus, on distingue les récepteurs Fc en fonction de leur

caractere activateur ou inhibiteur et de leur structure. Certains récepteurs possedent des

séquences activatrices dans leur partie intra-cytoplasmique, d’autres sont associées a des

protéines adaptatrices pour l'activation cellulaire. L’action des anticorps varie en fonction,

d’une part des cellules qui expriment ces récepteurs et, d’autre part des isotypes des IgG.

b)

Opsonisation

Suite a la formation d’un complexe immun, le fragment Fc des anticorps est reconnu par des

récepteurs spécifiques de ce domaine exprimés par les cellules phagocytaires (Nimmerjahn

and Ravetch, 2007).
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Figure 12. Mécanisme d’opsonisation
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c) La cytotoxicité a médiation cellulaire dépendante des anticorps
(ADCC)
L'anticorps se fixe sur l'antigene, puis, via la partie Fc des IgG, interagit avec le FcyRIll des
cellules effectrices telles que les polynucléaires neutrophiles(PNN), les natural killer (NK), les
macrophages ce qui provoque la libération de granzymes (sérine-protéases inductrice
d'apoptose), de perforines (formant des « trous » dans la membrane de la cellule cible) et

ainsi la lyse de la cellule (Gergely et al., 1986).

Antibody-Dependent Cell-Mediated Cytotoxicity (ADCC)

NK cell

I

4 3 CD16 Fc receptor D/ et : o
'l » J — recognizes antibody » 4 )& c’r?ssu]'t'g’:"‘”g » L 1
bound to antigen . degranulation ) it

Antigen Cell died by apoptosis
Tumor cell

Figure 13. lllustration de la cytotoxicité des cellules tumorales par un mécanisme ADCC

d) L'activation des mastocytes, éosinophiles, basophiles par le

Fcgamma Epsilon
Les IgE peuvent étre reconnues par les récepteurs de haute affinité (FCERI) présents sur les
mastocytes, les éosinophiles et les basophiles. La fixation de I'antigéne (allergéne) sur deux
IgE (pontage) provoque tres rapidement une dégranulation des cellules effectrices libérant
des médiateurs pré-formés ou néo-formés. Parmi ces médiateurs, on retrouve la lysoPAF
(platelet activator platelet), la MBP (major basic protein des éosinophiles), ECP (eosinophilic
cationic protein) et I'histamine qui participent a la formation d'cedéme, de prurit et

d'inflammation (Neuberger et al., 1985).

E. Caractéristiques spécifiques des chaines légeres libres
Lors de la synthese d'lg par les plasmocytes, les CLL (K ou L) sont produites en excés (+40%)

par rapport aux chaines lourdes pour permettre une conformation correcte de I'lg compléte.
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La proportion de CLL K et CLL L produites pour les IgG est dans un rapport de deux pour un. Il
n’existe pas de données validées pour la production respective des CLL K et L pour les autres

isotypes.

Du fait de leur faible PM (25kD), elles sont filtrées par le glomérule, puis réabsorbées et
métabolisées au niveau du tube contourné proximal. Ainsi, en situation physiologique, les
CLL sont présentes en faible quantité dans le sérum. Les CLL K sont produites sous forme de
monomeres et sont éliminées rapidement du sang en 2 a 4 heures. Les CLL L sont produites
sous forme de dimeéres et sont éliminés plus lentement en 3 a 6 heures. Ainsi la demi-durée
de vie des CLL K est moindre que celle des CLL L. La quantité de chaines légeres est en

moyenne proche de 10 mg/L et le ratio K/L est en moyenne proche de 1.

En cas d’insuffisance rénale, les CLL s'accumulent dans le sang. Le ratio CLL K/CLL L
augmente car la diminution de I'élimination s’applique aux deux isotypes. L'exces de CLL

circulantes va avoir un effet délétére en se déposant au niveau tissulaire.

Certaines CLL monoclonales, du fait de leur séquence particuliere, ont la capacité de se
déposer sous forme agrégée, entrainant des complications multiviscérales : amylose AL ou

syndrome de Randall (Merlini et al., 2018).

En cas d’augmentation de production d’lg, que ce soit par la présence d’une
immunoglobuline monoclonale ou une activation polyclonale des LyB, il y a augmentation de
production des CLL libres d’un seul isotype dans la premiére situation ou des deux isotypes
dans la deuxieme situation, qui vont étre éliminées de facon plus importante dans les urines
et se retrouver dans l'urine terminale dans le cas ou le taux dans I'urine dépasse la capacité
de réabsorption proximale dans les tubes contournés proximaux. On peut ainsi détecter une

protéinurie de Bence Jones (PBJ) en cas de CLL monoclonale dans I'urine terminale.

En cas de CLL monoclonale abondante, il a pu étre déterminé, par analyse
chromatographique, la présence de CLL a plusieurs niveaux de polymérisation dans le sérum.
Cette observation peut expliquer d’une part des interférences dans les techniques de dosage
et de caractérisation des CLL et d’autre part, une accumulation de ces CLL dans la circulation,

du fait de I’'absence d’élimination au niveau rénal.
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Figure 14.

lllustration du niveau de polymérisation d’une CLL L mc dans le sérum (The Binding Site).

Les CLL monoclonales dans les urines peuvent s’oligomériser dans les urines et parfois

obstruer les tubules. Elles peuvent également induire une inflammation interstitielle

tubulaire lors de leur réabsorption.
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Ill.  Méthodes d’exploration des CLL

A. Dosages ELISA
Il existe quatre principaux types de test ELISA : direct, indirect, compétitif et sandwich. Pour

guantifier des CLL dans un échantillon, on utilise un test ELISA « sandwich ».

e ELISA sandwich

o>+
@ _ contact ® contact Iavagel signal
+.. 0] .) £ révélation | jse |
O / O>-+
Ac fixe Agd g
en exces doser Ac marqué >

(Ag]

Figure 15. Principe de I’ELISA sandwich

La révélation de la réaction est obtenue par le marquage enzymatique de l'anticorps de

détection et I'incubation avec le substrat.

Le principal avantage de I'ELISA, par rapport aux techniques d’immunoprécipitation en
milieu liquide (Turbidimétrie et Néphélémétrie) est une plus grande sensibilité. L'ELISA
permet de mesurer des molécules-cibles dans un grand choix d'échantillons : sérum, plasma,

urine, salive, lysats cellulaires, aliments, etc.

On ne peut étre confronté avec des problemes de spécificité car on ne « visualise » pas
I'antigene, contrairement a une analyse en western-blot ou électrophorese. On ne peut pas,
avec la technique, classique déterminer les informations en relation I'activité d'une molécule
ne peut pas étre obtenue par cette technique (Hornbeck, 2015)(Lee et al., 2015)(CARDIN et
al., 1984)(“ELISA_Handbook.pdf,” n.d.).

Il peut exister des variants technologiques en fonction (1) du support d’'immobilisation de
I'anticorps de capture (supports activables, billes,....) et du marquage de I'anticorps de

détection avec d’autres marqueurs que des enzymes.
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B. Dosage en néphélémétrie ou turbidimétrie
Les tests se basent sur la formation de complexes entre un anticorps et un antigéne
spécifique afin d’en connaitre le dosage. Les méthodes sont basées sur le principe selon
lequel la lumiere, passant par un milieu contenant des particules dispersées, est soit

absorbée soit dispersée par les complexes.

Les variations de turbidité du milieu sont mesurées a I'aide d’un néphélémeétre ou un
turbidimetre. Ces appareils possedent un rayon laser dont le faisceau traverse la cuve ou a
lieu la réaction antigéne/anticorps. Pour la turbidimétrie on mesure la lumiére transmise et
pour la néphélémétrie, on apprécie la lumiére diffractée dans différentes directions (en
fonction de I'angle d'observation du faisceau incident variable en fonction de I'automate). La
lumiere adsorbée ou diffractée est mesurée par des photomultiplicateurs et comparée a des
courbes d’étalonnages avec des quantités connues d’antigéne. On en déduit la quantité

d’antigene présente dans I’échantillon a doser

La précipitation de complexes antigéne/anticorps en milieu liquide peut permettre un
dosage rapide (en quelques minutes) et précis des antigenes. Son avantage est aussi lié a
I'absence d’étape de révélation réduisant les interférences liées a des techniques a plusieurs
étape. Elle est, cependant, peu sensible.

Néphélémétrie : la mesure de la dispersion de la lumiére produit un signal croissant
avec la concentration d'antigénes.

h Complexes antigéne-anticorps

® _ Source lumineuse
 EEE— :“R’ Lo monochromatique
o
Lentille
optique
/ ) /

Turbidimétrie : la mesure de lumiére transmise produit un signal décroissant
avec la concentration d'antigénes.

.~ Complexes antigéne-anticorps

D | L - 3 | Source lumineuse
— ﬁ > | monochromatique

Figure 16. Les principes de base de la turbidimétrie et de la néphélémétrie
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Les faibles concentrations d'antigéne correspondent a un large exces d'anticorps ou toutes

les molécules d'antigéne sont complexées. Les complexes antigéne—anticorps sont alors trop

petits pour former un réseau et de nombreuses molécules d'anticorps restent libres dans le

milieu. A l'inverse, I'ajout de grandes quantités d'antigéne réalise les conditions d'un large

exces d'antigéne ol trop peu de molécules d'anticorps sont présentes pour recouvrir les

nombreuses molécules d'antigene. Les complexes antigéne—anticorps sont la encore de

petite taille et restent souvent solubles dans le milieu (effet de zone). C'est dans la

configuration intermédiaire, appelée zone d'équivalence, que se forme un réseau important

précipitant, complexant la quasi-totalité des molécules d'antigene et d'anticorps (P. TISSIER

and CORRIEU, 1983) (Thuillier et al., 2008). Enfin, concernant, les CLL et leur degré variables

de polymérisation, il est probable que I'agrégation puisse impacter leur dosage.

Surnageant

Précipité ——

Antigéne multivalent

ﬁ{. Anticorps polyclonal

Piége de dosage :
la quantité de
précipité est la
méme pour ces
deux quantités trés
différentes
d'antigéne

>
3
- )

Antigénes libres
en exces

>

Absence d'anticorps
et d'antigénes
dans le surnageant

Anticorps libres
en excés

Figure 17. Courbe de réaction d’immunoprécipitation

C. Electrophoreses

oudiogud ep gmuenp

L'électrophorése des protéines sériques est une technique permettant la séparation des

protéines en fractions de mobilité différentes, avec obtention de leurs pourcentages relatifs

par rapport a la valeur de protidémie. Couramment utilisée en pratique clinique, cette
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analyse reflete I'ensemble des protéines sériques. Accompagnée d’un commentaire
d’interprétation, elle apporte de nombreux renseignements en particulier sur I'état
inflammatoire ou encore nutritionnel, et permet le dépistage et le suivi d’une
dysglobulinémie (Feuilloley et al., 1999). Elle peut étre complétée par des examens
complémentaires (Immunotypage capillaire et ou immunofixation et/ou dosages spécifiques

des protéines, bilan hématologique, exploration rénale ou digestive).

Dans le cadre de |’électrophorése de zone, les protéines sont soumises a un champ
électrique sur un support donné (acétate de cellulose ou gel d’agarose), les protéines se

déplacent a des vitesses différentes, qui résultent de plusieurs facteurs :

- leur mobilité propre, sous I'effet du champ électrique et du tampon,
- le courant d’électroendosmose du support,
- le courant d’évaporation,

- la composition du support.

Les protéines sont ensuite colorées (rouge ponceau, amidoschwarz, acide violet) et les

fractions sont intégrées par lecture densitométrique.

Patient Patient

2 3
= Préalbumine
ﬁ .—Albumme
alphal
“globulines

alpha2
™ Tglobulines
bétal

' - =
globulines
Fotie —béta2
i b = globulines
2 n —gamma
dépst y globulines

1 2% & §

Sérum gamma  Sérum
normal globulines normal

Figure 18. Electrophoréses en gel apres coloration avec distinction des différentes fractions

de protéines sériques

Depuis les années 1990, s’est développée en routine biologique I'électrophorese capillaire
de zone en solution libre (CZE), technique de séparation électrocinétique en capillaires de
silice fondue (diamétre interne 20-100 um), remplis d’électrolyte. Une tension élevée
provoque la migration des protéines dans le capillaire. De plus, les protéines sont exposées a
un flux d’électroendosmose créé par la différence de potentiel entre les charges positives du

tampon et les charges négatives des parois du capillaire, ce qui produit une séparation a
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haute résolution, les protéines étant ensuite quantifiées par mesure a leur longueur d’onde

d’absorption (200 nm).

Figure 19. Principe de base de I'électrophorése capillaire

Cette technique présente beaucoup d’avantages (Jahn et al., n.d.) (Kim et al., 1993) :

faible consommation d’échantillon,

- une meilleure résolution que I'électrophorese de zone d’efficacité de séparation
(notamment meilleure résolution au niveau de la zone béta (2 fractions clairement
dissociées) permettant le dépistage des Ig monoclonales migrant a ce niveau,

- rapidité d’analyse et possibilité de faire migrer 12 échantillons en méme temps dans
les appareils récents,

- enfin, et surtout, la répétabilité et la possibilité de superposer les courbes avec les

courbes antérieures.

Dans I'électrophorése des protéines sériques, chaque fraction doit étre rapportée au taux de
protéines sériques (g/l) pour interpréter les anomalies quantitativement (Jorgenson and
Lukacs, 1983). Chacune des fractions du protéinogramme peut présenter des anomalies. Et
ces anomalies sont a interpréter en fonction de I'état clinique du patient (Jenkins et al.,

1995).
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Figure 20. lllustration d’un profil normal en électrophorese capillaire

Concernant le protidogramme urinaire, le
laboratoire d’'Immunologie avait développé une
électrophorese en gel SDS d’agarose
(fortement concentrée) permettant une
résolution en fonction du PM, indiquée pour
facilement différencier les macroprotéines,
témoins d’une atteintes glomérulaires, des
microprotéines présentes en cas d’atteinte

tubulaire ou de protéinurie de surcharge.
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Figure 21. lllustration d’un profil de migration des

protéines urinaires
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D. Immunotypage en électrophorése capillaire
L'immunotypage consiste a faire une électrophorese capillaire du sérum en présence des
antisérums monospécifiques anti-lgG, anti IgA, anti IgM, anti-K et anti-L (un antisérum par
profil) couplés a des charges négatives. Il y ainsi formation de complexes en milieu liquide.
Ces complexes migrent hors la zone de gamma dans une position anodique, proche et en
amont de I'albumine. La comparaison des profils avec antisérums au profil sans anti-sérum
chez un patient permet de visualiser la disparition et/ou la diminution d'un pic monoclonal

sur le profil antisérum et d'en déduire la présence du composé monoclonal comme illustré

ci-aprés pour une CLL monoclonale Kappa (Katzmann et al., 1998).
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Figures 22. représentant un exemple d’électrophorese capillaire et d’immuno-soustraction
pour la détection et la caractérisation d’une CLL monoclonale K.
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Il faut, dés a présent, noter que pour cette

Test Résultat / Unité  Signal Dilution Dil.
i . . , . L, IgG 7,72 g/l 1:400
illustration, que l'intégration du pic évoque 1A 2,46 g/ 1:20
IgM <0,178 g/l 1:20
. )M 0.185 g/l 1:5
une concentration de 1gr/L alors que le 2 shiigl B PT—
. . Kal > 15700 mg/l 1:8000 g
dosage sur I'OPTILITE indique wune  Ka. E 12000 f
KaL E 1:400 e
. KalL E 1:100
concentration de 6,4 gr/L. o 454mgl H 1100
Ratio = 141.2

L'avantage de cette méthode, par rapport a I'immunofixation, est son automatisation. Elle
demande cependant une expertise que les biologistes, habitués a utiliser I'immunofixation

pour la caractérisation de pics monoclonaux, maitrisent mal.

Le principal inconvénient de cette méthode découle de son principe. En effet, l'identification
d'une immunoglobuline monoclonale n'est possible que si la présence de cette derniére se
traduit par un pic étroit "individualisable" a I'électrophorese, permettant "d'appliquer" une
immuno-soustraction qui fera disparaitre le pic étroit. Il peut y avoir un risque d’erreur, mais
uniquement pour les composants de faible intensité migrant en dehors de la zone des
gammaglobulines et/ou en dehors d'une "vallée". Pour notre laboratoire, uniquement
certains rares cas particuliers nécessitent un complément en immunofixation en

complément de I'électrophoréese capillaire de zone et 'immuno-soustraction.

E. Immunofixation
L'immunofixation permet d'identifier des immunoglobulines monoclonales dans un mélange,
en fonction de leur mobilité électrophorétique. Pour permettre cette identification, on

utilise des anticorps spécifiques de ces immunoglobulines.

Elle consiste au dép6t du sérum (ou de l'urine +/- concentrée) sur un gel d’agarose. Aprés
application d'un courant électrique qui permet la séparation des protéines en fonction de
leur charge, des anticorps spécifiques de chaque type d'immunoglobuline sont déposés sur
le gel (antisérums anti-IgG, anti-lgM, anti-IgA, anti-k, anti-A). Ces antisérums sont ajoutés
individuellement sur chaque piste de migration lors de la suspicion d’expression d’'une Ig
monoclonale potentiellement vue a I'électrophorese capillaire (Karfo et al., 2018). Ces
anticorps précipitent (d’ou le terme d’immunofixation) dans le gel les antigénes ciblés. On
révele ensuite les complexes formés par une étape de coloration. Il apparait ainsi des bandes
plus ou moins intenses, plus ou moins étroites sur le gel, au niveau ou se situent les

différentes immunoglobulines.
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En cas de suspicion de présence de CLL, on peut la suspecter en cas de présence d’une
bande au niveau de I'analyse d’une chaine libre sans bande au niveau de I'analyse des
chaines lourdes G, A ou M et D ou E qui sont analysées en deuxieme intention. On peut la
confirmer avec une immunofixation avec un antisérum dirigé spécifiquement contre les

chaines légéeres libres ne reconnaissant pas les CL liées aux chaines lourdes.

- CLL Lambda > 22000 mg/L

ELS G D E KL [LIL

Figure 23.

lllustration d’une immunofixation d’un patient présentant une CLL L de forte abondance

L'immunofixation (Onraed et al., 2004) dans le sérum est remplacé, notamment dans les
laboratoires privés par 'immunotypage, du fait sa pratique semi-automatique (4 analyses en
2h30). Elle reste la technique de caractérisation des Ig monoclonales ou oligoclonales dans

les urines et le LCR.

F. Spectroscopie de masse
La spectrométrie de masse est une technique d'analyse de la matiere en fonction de la
masse de ses constituants : particules subatomiques, atomes, molécules, macromolécules
biologiques ou non, agrégats, etc. Elle offre trois fonctions principales : la séparation des
constituants atomiques ou moléculaires, la mesure de leur abondance relative et la mesure
précise des masses atomiques ou moléculaires. Contrairement a ce qui se passe a I'échelle
macroscopique, ol la gravitation sert a déterminer la masse des objets, a I'échelle atomique,
c'est la masse inertielle qui est déterminée a travers un processus dynamique (Francois,

n.d.).

La matiere a analyser est injectée, a I'aide d'un systeme d'introduction, dans le vide poussé
de I'appareil ou la source d'ions la transforme en particules électriquement chargées : les

ions. Ces derniers sont analysés en masse, a lI'aide d'un systeme analyseur qui met en jeu des
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combinaisons de champs électromagnétiques. Les ions transmis par le dispositif sont
détectés, comptés, voire identifiés, a I'aide d'un détecteur. Un ordinateur pilote I'appareil,
effectue I'acquisition des données réduites sous forme de spectres de masse qu'il permet

d'analyser (Francois, n.d.).

Figure 24. Principe de base d’une spectrométrie de masse

Suivant le type d'ionisation utilisé, un spectre de masse peut étre caractéristique d'une
molécule. Ainsi en le comparant avec le contenu de banques de spectres, il est possible
d'identifier la molécule. Un spectromeétre de masse est un détecteur universel et trés
sensible. Sa gamme linéaire va de 3 a 7 ordres de grandeur, d'ou la possibilité d'obtenir une

guantification fiable sur un domaine large (“Spectroscopie de Masse,” n.d.) (de Pauw et al.,

n.d.).

Une analyse par spectroscopie de Masse couplée a une séparation électrophorétique est
proposée actuellement pour caractériser automatiquement les pics monoclonaux. Il est
prédit que la technique est plus sensible que I'électrophorése capillaire pour les petits
composants (Thoren, 2018). Le transfert vers une routine hospitaliere nécessite un

développement des entreprises du diagnostic biologique (Moreau et al., 2020).
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IV.  Indications du dosage des CLL
A. CLL monoclonales
1. Suspicion et suivi des pathologies lymphoprolifératives B
a) Myélome
Le Myélome Multiple (MM) ou maladie de Kahler est une hémopathie maligne caractérisée

par le développement d'un clone de plasmocytes tumoraux envahissant la moelle

hématopoiétique et produisant des Ig monoclonales et/ou des CLL monoclonales.

Il représente 10% des hémopathies malignes et 1% des pathologies malignes (Angtuaco et

al., 2004).

Cette pathologie a une incidence en constante augmentation chez les hommes et les
femmes en France. La prolifération de plasmocytes s’"accompagne généralement d’ostéolyse
avec donc des atteintes cliniques osseuses (fractures, tassements osseux, douleurs) parfois
révélatrices de la pathologie (80% des patients) (Niesvizky and Warrell, 1997). Ces atteintes
sont trés souvent accompagnées d’anémie, d’'une augmentation de la vitesse de
sédimentation, d’hypercalcémie, d’insuffisance rénale avec protéinurie significative et d’'une

immunoglobuline monoclonale.
Les complications (infection, neurologiques) peuvent étre révélatrices de la pathologie.

Cette maladie peut étre classée en fonction du type de chaine lourdes (Gamma, Mu, Alpha,
Epsilon, Delta) ou du type de chaines légeres (K, L). Les myélomes a 1gG représenteraient
55%, a IgA 20% et ceux a CL jusqu’a 14%. Les myélomes a IgD sont plus sévéres et tres
souvent associés et des taux trés élevés de CLL mc. Les myélomes a IgM ou IgE sont

exceptionnels.

Le myélome est a distinguer du MGUS (Monoclonal Gammopathy of Undetermined

Significance) qui est un état pré-myélomateux trés fréquent a partir de 60 ans.

Le diagnostic différentiel est également a faire avec la maladie des chaines lourdes (alpha ou
gamma) ou on assiste a une infiltration de plasmocytes au niveau tissulaire avec production

de chaines lourdes sans CL associée.

L’étiologie est inconnue mais des facteurs de risques sont suspectées comme |’expositions

aux produits chimiques comme les pesticides qui pourraient augmenter significativement
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I'incidence des myélomes chez les personnes couramment exposées (Viel and Richardson,

1993). L'origine oncogénétique n’est pas a exclure.

La physiopathologie serait une diminution d’apoptose cellulaire, une production excessive
de cytokines (induisant I'augmentation de I'Osteoclast activating factor) par les plasmocytes
et une augmentation a la fois de la viscosité sanguine et un risque d’infection lié a

I’'accumulation de ces Ig monoclonales inefficaces et une diminution des Ig polyclonales.

Le diagnostic se fait d’abord en constatant un envahissement de plasmocytes au niveau
médullaire mais aussi, en plus du bilan Hématologique/Biochimique de routine indiquant les
anomalies classiquement retrouvées, une éléctrophorese qui va servir de dépistage et suivi
des dysglobulinémies. Cette méthode doit s’accompagner d’un dosage pondéral des Ig, un
dosage des CLL, d’'un immunotypage en électrophorése capillaire (ou immunofixation) et
d’une recherche de protéine de BENCE-JONES dans les urines et de ses éventuelles

conséquences tubulaires (voir plus loin).

Introduit en 2001, le dosage des CLL sériques permet d’évaluer le risque de progression de la
pathologie et la réponse au traitement (Milani et al., 2016). Il a surtout permis d’analyser les
myélomes avec absence d’lg monoclonale (myélomes non ou peu sécrétants) (Drayson et al.,
2001) qui se révelent par une production d’une CLL mc souvent de faible abondance. Le

dosage des CLL est significativement corrélé a I'activité de la pathologie.

Dans le MGUS, la détection de chaines légéres d’lg monoclonales avec modification de ratio
(<0,26 ou >1,65) serait un facteur significatif de progression vers la malignité (Rajkumar et

al., 2005).

Par ailleurs, le groupe de travail international révisé sur le myélome (IMWG) conseille
d’utiliser la différence entre la CLL pathologique et la CLL non impliquée (iCLLC/niCLL)
comme biomarqueur pour le MM justifiant un traitement. Récemment, une nouvelle

définition du risque d'évolution a haut risque vers le MM inclus ce rapport iCLL/niCLL.

b) Waldenstrom
Décrite pour la premiere fois en 1944 par le médecin suédois Jan G. Wandenstrom, la
macroglobulinémie de Waldenstrom est une pathologie a lymphoplasmocytes indolente

caractérisée par l'infiltration dans la moelle osseuse de cellules tumorales sécrétrices d’'IgM

30



monoclonale. La survie a 5 ans de cette pathologie va de 87% a 36% pour les pronostics les

plus séveres (Morel et al., 2009).

Le score pronostic international de la macroglobulinémie de Waldenstrom (ISSWM). Les
criteres sélectionnés (I'age, I’'hémoglobine, la Béta2macroglobuline, le nombre de
plaquettes, le dosage des IgM monoclonales) sont définis avec des valeurs seuils spécifiques

permettant de classer les patients.

Adverse Characteristics

Age >65y

Hemoglobin <11.5 g/dL

Platelet count <100 x 109/L

Bo-microglobulin >3 mg/L

Monoclonal IgM concentration >7.0 g/dL

Low risk: Age <65y and 0 or 1 adverse
characteristics Intermediate risk: Age
>65y or 2 adverse characteristics High

risk: More than 2 adverse characteristics

Tableau regroupant les critéres de classification de la maladie de Waldentrom (Score ISSWM)

Cette hémopathie reste plutot rare en France avec une incidence nationale moyenne entre
1,21 et 4,56 cas/ 100000 habitants(regroupant gammapathie monoclonales a IgM et
Waldenstrom (Alix et al., 2016). Il n’y a pas de différence d’incidence chez les hommes et les
femmes mais elle est globalement plus élevée chez les personnes agées (moyenne d’age
autour des 65 ans) (Wang et al., 2012). Cependant, I'age avancé, le sexe masculin et les
personnes de couleurs noir sont significativement associés a un mauvais pronostic (Castillo

et al.,, 2014)

La pathologie est classée en 2 groupes : un groupe avec une prédominance d’infiltration de
cellules tumorales dans la moelle osseuse et un groupe avec prédominance d’hyperviscosité

(caractérisés par des céphalées, fatigue, epistaxis, neuropathies, splénomégalie, troubles
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visuels voir coma). Une propriété cryoglobulinémique (Néel et al., 2014), le développement
d’anémie hémolytique (agglutinines froides) et le développement d’amylose (Palladini and

Merlini, 2013) ont été rapportés chez ces patients.

Des mutations de CXCR4 et de MYD88 (Ondrejka et al., 2013) sont des mutations retrouvées
respectivement chez 30% et 90% des patients (Hunter et al.,, 2014). Le type et la
combinaison de mutations ont un impact sur le pronostic du patient et I'émergence de

résistance au traitement.

Au niveau biologique, on remarque une leucocytose normale ou augmentée (entre 4 et 15
G/L), une anémie (trés souvent normocytaire normochrome ; une anémie hémolytique est
trés souvent retrouvée chez 8% des patients), les plaquettes sont normales ou abaissées. I

existe souvent une perturbation de ’hemostase primaire.

La moelle osseuse est généralement riche avec une infiltration entre 30 et 80% de LyB et
plasmocytes. La VS est accélérée, la protidémie augmentée et I'analyse immunochimique
révele un pic étroit a I'électrophorése des protéines caractérisé en immunofixation ou

immunotypage.

Il faut couramment faire la différence de cette maladie avec la LLC B, la maladie des
agglutinines froides, le lymphome lymphoplasmocytaire B, qui sont des lymphopathies B
avec IgM et également la différencier de situation de cancers, d’infections, de collagénose

ou encore de cirrhose.

L’évolution est habituellement lente et les complications sont de type thrombose, AHAI,

cytopénies + infections par envahissement médullaire, complications hémorragiques.

Le progression de la maladie et la réponse au traitement sont généralement évaluées par le
taux d’IgM monoclonale (Kimby et al., 2006). Les CLL apportent un complément de suivi, de
pronostic et de progression précoce (lorsque les valeurs sont plus grandes de 25% de la
limite supérieure des valeurs normales de chaines légeres) de I’'hémopathie. Elles peuvent
aider les cliniciens a distinguer les MGUS du Waldenstrom par la mesure de ces dernieres
dans le sérum (+ ratio K/L) (Leleu et al.,, 2011) et grace a leur demi-vie courte, permet

d’évaluer la réponse au traitement (chez les patients sans atteinte rénale).
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Enfin , les taux de CLL sont, selon certains auteurs, significativement corrélés aux taux d’IgM
monoclonales mais peuvent en plus permettre d’avoir une idée sur la progression de la
pathologie (des taux initialement élevés de CLL avec progression trop rapide suite a la mise
en place de traitement pourrait étre un facteur de mauvais pronostic chez les patients
atteints de Waldenstrom, mais cela n’a été prouvé que chez les patients Myélome multiple

(van Rhee et al., 2007).

c) La Leucémie lymphoide chronique
La leucémie lymphoide chronique (LLC) est une prolifération lymphoide monoclonale avec
infiltration médullaire, sanguine et parfois ganglionnaire. Ce sont des LyB de morphologie

normale.

La LLC est beaucoup plus présente chez ’homme (3,5 cas/100000 hbts) que chez la femme
(1,6 cas/100000 hbts). Elle demeure ainsi la leucémie la plus fréquemment retrouvée en
France (“Cancers,” n.d.).Ainsi la prévalence augmente avec I'dge (dge médian autour des 65

ans).

Les circonstances de découverte sont des adénopathies superficielles (80% des cas) mobiles,
fermes, indolores et symétriques, non inflammatoires d’apparition lente. Une spénomégalie
modérée et plus rarement une hépatomégalie peuvent étre retrouvées. Dans d’autres cas,
elle peut étre révélée par des complications infectieuses ou des anémies hémolytiques auto-
immunes. |l est possible de retrouver chez certains patients des formes asymptomatiques

avec un pourcentage estimé a 3,5%.

Au niveau biologique, on retrouve une hyperlymphocytose sanguine classiquement
supérieure a 5G/L (“Hémogramme,” n.d.) et peut atteindre des chiffres faramineux (jusqu’a
200 G/L). Les PNN ont un chiffre normal mais une neutropénie peut se révéler par la suite. Le
taux d’Hb peut étre normal ou abaissé avec une anémie généralement normocytaire
normochrome. Nous pouvons retrouver aussi une anémie hémolytique auto-immune. Le
taux de plaquettes est normal ou abaissé (origine centrale ou périphérique). Au frottis
sanguin, nous retrouvons cette hyper-lymphocytose avec des ombres de Gumprecht qui

sont des cellules lymphoides cassées avec une membrane nucléaire interrompue.
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La classification de cette pathologie est basée sur le score de MATUTES (Matutes et al.,
1994), comprenant I'expression de 5 marqueurs (CD22,CD5,CD23,FM7,lg de surface

monotypique).

Dans une étude menée chez des patients atteints de LLC, 44% ont une CLL monoclonale et
75% ont des CL détectables en exces dans le sérum (Martin et al., 2007). La méme étude
retrouvée 42% des patients LLC positifs avec une protéine de Bence-Jones apres
concentration (sachant que la recherche de PBJ n’est pas systématiquement faite chez ces

patients).

La synthése de CLL dans la LLC dépend du degré de maturation des LyB malins et donc de la
capacité a sécréter des chaines légeres et une Ig monoclonale. Lorsqu’elles sont sécrétées, le
dosage des CLL serait un biomarqueur de détection précoce de cette pathologie. Une étude
suggere une corrélation entre pronostic de LLC, le ratio K/L (Pratt et al., 2009) et le dosage
K+L (liés a l'activité biologique des LyB malins) (Morabito et al.,, 2011). Cela permettrait
d’identifier précocement les patients de mauvais pronostic et démarrer rapidement un

traitement (Yegin et al., 2010).

2. Suspicion de maladie de dép6t de CLL

a) Amylose immunologique
Décrite pour la premiére fois en 1842 par Rokitanski et nommée en 1855 par Virchow (du
fait de sa coloration en bleu-violet aprés mélange a 'acide sulfurique/iode), I'amylose est
une pathologie secondaire au dép6t de protéines amorphes fibrillaires (conformation Béta
plissée) (Grateau et al.,, 2005). Elle peut étre constituée par différentes protéines et se
déposer sur différents organes. Il existe différents types d’amylose classées en fonction du
type de protéines déposées et de I'étiologie : amylose héréditaire, primitive ou secondaire.
On peut retrouver une forme disséminée ou localisée, asymptomatique ou de mauvais

pronostic (Bellotti et al., 2007).

L'amylose AL est la forme la plus répandue (500 cas par an en France mais généralement
plus fréquemment retrouvée dans les pays industrialisés (Cazalets et al., 2003). L’age moyen
est autour de 60-65 ans. Elle est liée a la prolifération de population lymphoide B

monoclonale synthétisant des CLL : MGUS ++, Myélome, Waldenstrom, LLC ou lymphome.
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Ces CLL sont endocytées par des macrophages, clivées et la partie variable des CLL sont
relarguées sous une forme agrégée mal repliée qui se dépose au niveau tissulaire pour

induire une pathologie inflammatoire.

L'amyloigénicité dans I'amylose AL dépend du type de chaine légéres prédominant sachant
gue la chaine L est plus amyloidogene que la chaine K (Gilles, 2000). Les atteintes sont multi-

viscérales avec une prédominance pour le coeur et le rein.

Le diagnostic était suspecté par la présence d’une Ig monoclonale compléete ou d’une CLL
dans le sérum ou dans les urines. Depuis la mise en place du test de dosage des CLL, I'apport
de la biologie a grandement été augmenté. Ces dosages ont amélioré le diagnostic précoce
et la prise en charge rapide. Le diagnostic reste cependant basé sur I'analyse histologique
(coloration au rouge Congo) et la caractérisation immunohistochimique pour détecter la
présence de CLL dans les dépdts tissulaires. La présence d’un ratio K/L modifié dans le sérum

peut justifier la répétition des études histologiques.

La réponse au traitement et surtout la détection d’une rechute précoce est également
mesurée par le suivi quantitatif des CLL dans le sang (Abraham et al., 2003). La réponse
hématologique efficace au traitement est définie par la réduction de 50% par rapport au
dosage initial des CLL (corrélation entre réponse hématologique et survie prouvée par

certains auteurs (Lachmann et al., 2003).

b) Syndrome de Randall
Le syndrome de Randall est une néphropathie liée au dépdt non organisé de chaines légeres,
chaines lourdes ou les deux. Histologiquement il s’agit d’un dép6t linéaire diffus continu non

organisé au sein des membranes basales tubulaires, glomérulaires et vasculaires rénales.

En 1973, Antonovych décrivait déja la présence de chaines légéres rénales qui ressemblaient
a une glomérulosclérose diabétique confirmée quelques années aprés par Randall et son

équipe (Randall et al., 1976).

La fréquence de cette maladie est mal connue mais estimée a 0,47% aprées analyse de 7241

biopsies par une équipe de chercheurs (Lin et al., 2001)

En termes de clinique, il existe une insuffisance rénale chronique dans 90% des cas qui serait

précoce, variable en termes de sévérité, allant de la néphropathie glomérulaire jusqu’au
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syndrome néphrotique en passant par une protéinurie significative dépassant les 1g/24h
(albumine+ Chaine légére libre souvent de type K). On retrouve également une hématurie et

une HTA. Les localisations rénales sont possibles mais souvent asymptomatiques.

La physiopathologie de cette maladie aurait probablement deux origines : caractéristiques
physico-chimique particuliere de I'lg et I'induction de matrice extracellulaire potentiellement
induite par I'lg en cause. La propriété de néphrotoxicité serait associée a une mutation au
niveau du domaine variable des chaines légeres (Cogné et al., 1991) ou a un défaut de N-
Glycosylation sur ce méme domaine. Concernant les chaines lourdes, il s’agirait de mutation

sur le domaine CH1, CH2 ou la région charniére de I'lg.

Comme I'amylose immunologique, le diagnostic est histologique sur biopsie rénale avec une

étude par immunofluorescence avec des anticorps spécifiques d’lg ou des chaines légéres.

Le myélome est associé dans 30-50% des cas pour les syndromes de Randall a chaine légére
et dans 17-25% des cas de syndrome de Randall a chaine lourdes. Il faut donc rechercher un
myélome lorsque cette pathologie est suspectée ou avérée (Ronco et al., 2006). Il peut
également s’agir d’'une MGUS (15 a 40% des cas) et dans 15-30% des cas, aucune chaine
légére ni  aucune Ig n’est retrouvée dans le sang/urine par méthode
électrophorése/immunofixation. La présence concomitante de maladie de Waldenstrom ou

syndrome de POEMS sont exceptionnels (Bridoux et al., n.d.).

Le dosage par des CLL et le calcul du ratio K/L permettent d’évaluer initialement I'état du
patient et évaluer la réponse thérapeutique. La chaine légere retrouvée est de type K dans

80% des cas de Randall a chaines Iégeres et y pour les Randall a chaine lourdes.

Figure 25. La glomérulosclérose au cours de la maladie de Randall (Bridoux et al.)
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3. Les Neuropathies périphériques dysglobulinémiques
Ce sont des neuropathies périphériques associées a des Ig monoclonales dont 30 a 80% sont

des IgM; 6-30% des IgG et 15-20% des IgA (Nobile-Orazio et al., 1992).

Une activité autoimmune de ces immunoglobulines monoclonales est trés rare pour les I1gG
et IgA. Par contre, elle est plus fréquente en cas d’'une IgM monoclonale (Nobile-Orazio et
al., 1994). Ces anticorps sont dirigés contre certaines molécules des nerfs périphériques et
dans 50-80% c’est une réactivité I'épitope HNK-1 de la MAG (myelin associated glycoprotein)
(Kelly et al., 1988).

a) Les neuropathies anti-MAG
La MAG est une glycoprotéine associée a la myéline exprimée par les cellules de Schwann du
SNP et les oligodendrocytes du SNC. Elle un réle de molécule d’adhésion (Schachner and
Bartsch, 2000), contrélerait le diametre axonal des neurones et maintiendrait I'intégrité
structurale de la myéline. Les anticorps anti-MAG entrainent une décompaction de la

myéline et donc une perturbation du transport axonal.

Décompaction des lamelles Myéline (ME)

Figure 26.

Aspect en microscopie électronique de I’aspect typique de décompaction de la myéline lié au
dépot d’IgM anti-MAG (“Dysglobulinemie et neuropathies neurologies 2012.pdf,” n.d.)

Au niveau clinique, on retrouve une atteinte sensitive progressive associée a une ataxie
propioceptive et souvent un tremblement d’attitude aux membres supérieurs. Une atteinte
motrice est possible mais rare. Les douleurs neuropathiques sont rares. Elle débute
tardivement avec des atteintes symétriques/distales et une mauvaise réponse aux

traitements (Simmons et al., 1993).

Il existe une prédominance chez les hommes avec un age de survenue entre 40 et 75 ans.
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Le diagnostic repose sur I'éléctrophysiologie (Attarian et al., 2001), sur la mise en évidence
d’lgM monoclonale a I'électrophorése/Immunotypage/immunofixation et au dosage
spécifique des anticorps anti-MAG ou anticorps anti-HNK-1 (Delmont et al., 2019) par
méthode ELISA. La prise en charge thérapeutique est discutée (Ramchandren and Lewis,
2009). L’équipe a déterminé que le Rituximab pourrait étre utile dans certaines formes
atypiques (Gazzola et al., 2017). Aucun autre traitement n’a clairement prouvé son efficacité.
Un essai thérapeutique Européen de phase | et de phase Il, coordonnés par I'équipe
marseillaise et promu par la société suisse Polyneuron et en cours et vise la neutralisation in

vivo des autoanticorps.

b) Le canomad
Le CANOMAD pour neuropathie chronique avec ataxie, ophtalmoplégie, atteinte cutanée ,
IgM mc, activité agglutinine froide. Il s’agit d’une pathologie ou une IgM monoclonale avec
une activité anti-ganglioside di-sialylés (groupement di-sialosyl porté par le GD1b, le GD3, le

GT1b et le GQ1b) (Willison et al., 2001).

Cette pathologie concerne les hommes de 50-60 ans. Il s’agit d’'une ataxie sensorielle avec
douleurs neuropathiques des membres inférieurs accompagnés de paresthésies. Dans 90%
des cas, une évolution lentement progressive vers des troubles de I’équilibre, un déficit

moteur avec des troubles oculo-bulbaires.

Au niveau biologique, il existe une dissociation albumino-cytologique dans le LCR, une IgM
monoclonale trés discréte (difficile a détecter)c(MGUS dans 80% des cas) et la présence

d’anticorps anti-gangliosides di-sialylés.
La principale approche thérapeutique efficace est la perfusion d’IglV (Attarian et al., 2010)

c) Le POEMS syndrome
C'est une affection multi-systémique. POEMS syndrome pour Polyneuropathie,
organomeégalie, endocrinopathie, composant monoclonal, atteinte cutanée. D’autres
symptomes sont rapportés : (Edeme papillaire, anasarque, fievre, sueur, hippocratisme
digital, atteinte rénale, oblitération artérielle, hypertension artérielle pulmonaire,

thrombocytose, polyglobulie.

Il s’agit d’une maladie rare mais fortement évolutive, avec comme principal signe la
présence d’'une neuropathie sensitivo-motrice accompagnée d’une Ig monoclonale le plus
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souvent IgG L ou IgA L, généralement en quantité faible et sans activité anticorps ni dépo6t au
niveau des tissus (Soubrier et al., 1994). L'lg monoclonale est une MGUS, soit lié a un

myélome ou un plasmocytome (Dispenzieri et al., 2003).

On retrouverait également constamment une augmentation du facteur VEGF. Les
Interleukines IL-1 / IL-6 seraient également possiblement impliqués dans la physiopathologie
sans grande certitude (Gherardi et al., 1996). On la retrouve souvent chez les hommes entre

40-50 ans avec un délai diagnostic qui est assez long (14 mois).

Au niveau biologique, sachant que la dyscrasie plasmocytaire est constante dans cette
pathologie, on retrouve un pic étroit a I'électrophorése des protéines, souvent constitué de
chaines légeres. L’analyse par Immunotypage/immunofixation + recherche de chaines
légéres dans les urines révele I'lg monoclonale quasiment toujours de type L, associée ou

non a une lg compléte.

B. CLL polyclonales
1. Par défaut d’élimination (Insuffisance rénale)
Les chaines légéres sont synthétisées en excés dont certaines vont se lier aux
immunoglobulines. Nous avons une synthese de 500 mg par jour dont 1 & 10 mg sont
éliminées en 24H. La survenue d’insuffisance rénale va avoir comme conséquence une

augmentation de ces CLL dans le sérum.

Plusieurs études ont analysé ces CLL comme biomarqueur biologique ou comme actrices

dans la pathologie.

L'augmentation de concentration des CLL est corrélée avec le degré d’insuffisance rénale
(Hutchison and Landgren, 2011). L'accumulation des CLL aggrave la maladie rénale (effet

cytotoxique sur les tubules proximaux par augmentation du stress oxydant) (Pote et al.,

2000).

La concentration des CLL varie avec les différents types de pathologies rénales : cette
concentration est plus élevée chez les patients atteints de néphropathie diabétique par
rapport aux autres pathologies rénales, possiblement du fait de I'inflammation chronique

retrouvées chez ces patients (van der Heijden et al., 2006).
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Les valeurs normales du ratio K/L est situé entre 0,26 et 1,65. Ces valeurs du ratio doivent
étre modifiées chez l'insuffisant rénal pour passer a 0,37-3,1 du fait de I'augmentation de
concentrations des chaines K (élimination par le systéme réticulo-endothélial des chaines
chez les patients IR avec une élimination supérieur des L par rapport aux K (BRADWELL,

2005).

Une autre équipe a démontré un role « immunosuppresseur » des CLL. Elles inhibent les

fonctions des polynucléaires neutrophiles (Cohen et al., 2001).

Enfin, chez les patients insuffisants rénaux chroniques, il existe une inflammation chronique
avec le risque majeur de mortalité cardio-vasculaire. Cette inflammation chronique est en
cause dans l'activation du systéme immunitaire et donc dans la synthéese des CLL qui vont a
leur tour provoquer un stress oxydant et augmenter cette insuffisance rénale : un cercle
vicieux (Hutchison et al., 2014) qui évoque que le taux de CLL chez I'insuffisant rénal puisse

prédire le risque de mortalité chez ces patients.

2. Par excés de production (Maladies autoimmunes et inflammatoires)
Comme mentionné dans la partie précédente, le syndrome inflammatoire et I'activation du
systéme immunitaire (dont I'immunité adaptative) va avoir pour conséquence une synthese
accrue de CLL. Cette synthése est corrélée avec la progression et la sévérité des maladies
inflammatoires (Thio et al., 2008). Leur role exact dans I'inflammation n’est pas exactement

connu mais plusieurs hypotheses sont proposées :

- activité anti-angiogénique (Boivin et al., 2004),

- activité prothrombinase (Thiagarajan et al., 2000),

- action protéolytique (Sun et al., 1994),

- activation du Complément (Jokiranta et al., 1999),

- interaction avec des facteurs chimiotactiques (Edmundson and Ely, 1985),

- liaison a des peptides opioides (Edmundson et al., 1987).

Elles pourraient aussi induire I'activation des mastocytes (leur dégranulation est associée aux
maladies inflammatoires chroniques avec relargage de médiateurs pro-inflammatoires)
(Theoharides et al., 2007). Les mastocytes sont associées par exemple aux pathologies
allergiques (asthme, rhinite non allergique), pathologies inflammatoires intestinales
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(I'activité inflammatoire intestinal a été significativement réduite par un antagoniste de

chaines légéres dans un model expérimental (Thio et al., 2008).

La cinétique des CLL a été comparée a celle de la CRP dans l'inflammation chronique. On
observe cependant une faible corrélation entre les deux parametres avec une grande

différence sur leur cinétique (Burmeister et al., 2014).

Les taux de CLL sont augmentées dans les maladies auto-immunes (Gottenberg et al., 2007)
et sont le reflet de I'activité des clones B auto-immuns. La concentration des CLL mais pas
celle des Ig est corrélée avec l'activité des maladies autoimmunes. Ce seraient des
marqueurs pronostiques, prédictifs du risque d’hospitalisation pour les patients lupiques

(Jolly et al. 2010)) et indicateurs de la réponse aux traitements (Napodano et al., 2019).

3. Encéphalites et méningoencéphalites
Le diagnostic des encéphalites et méningoencéphalites autoimmunes, inflammatoires ou

infectieuses est basé sur la mise en évidence d’une synthese intra-thécale (SIT) d’lg.

Cette SIT est illustrée par la présence d’une oligoclonalité des IgG, soit avec une analyse en

immunofixation, soit avec une analyse avec la technique d’isoélectrofocalisation.

Dans les laboratoires spécialisés, comme celui de I'AP-HM, I'analyse porte également sur

I’analyse de la migration des IgA, des IgM et/ou des chaines légéres K ou L.

Les analyses de séparation électrophorétiques sont basées sur le dosage des différentes Ig et
de I'albumine. L'interprétation peut étre orientée par les calculs d’index rapportant le ratio
LCR/sérum de I'immunoglobuline considérée sur le ratio LCR/sérum de I’Albumine. Si les
index IgG, IgA et IgM sont peu sensibles (65%) et parfois non spécifiques pour la présence
d’une SIT, le laboratoire d'Immunologie démontré l'intérét des Index CLL K et CLL L pour le
diagnostic d’une SIT (Desplat-Jego et al., 2005). Depuis 2014, ce test a été introduit en
routine. Des données de la littérature confirment l'intérét diagnostic de ces index CLL K et
CLL L (Senel et al., 2019). Au laboratoire d'immunologie, une analyse rétrospective sur 3000
couples LCR/sérum avec des données cliniques validées démontre qu’un index K libre > a la
valeur de 9 est sensible a 94 % et spécifique a 100% pour le diagnostic d’une Sclérose en

Plagues (résultats en soumission).
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Du fait que I'exploration est réalisable en 1h, le clinicien peut ainsi disposer d’une
information tres rapide concernant une SIT d’lg, contrairement a ce qui était nécessaire pour
la réalisation des techniques électrophorétiques. Il faut aussi noter que les techniques de
séparation électrophorétique sont lourdes et couteuses et surtout different entre les

laboratoires qui utilisent soit des techniques commerciales soit des techniques « maisons ».

V. Objectif du mémoire de DES de biologie médicale

La mesure des CLL sériques est désormais un examen de routine pour le diagnostic et le suivi

du myélome multiple (MM). Il est proposé pour d’autres pathologies lymphoprolifératives.

Cette exploration présente un intérét majeur pour le diagnostic et le suivi des amyloses

immunologiques.

L'intérét en routine existe enfin dans d’autres situations médicales avec augmentation
polyclonale des CLL et notamment pour I'analyse comparée sérum/LCR pour le diagnostic

des pathologies inflammatoires, autoimmunes ou infectieuses du SNC.

Les recommandations internationales pour le MM et les données pour les autres pathologies

sont uniqguement basées sur une méthode de dosage, le dosage Freelite Binding Site.

Aujourd'hui, deux tests supplémentaires, N Latex FLC (Siemens) et Sebia FLC par ELISA, sont
disponibles. Le test SEBIA est disponible depuis peu et la société a fait appel au laboratoire
d’Immunologie pour en étudier l'intérét notamment pour I'exploration des couples

LCR/sérum.

Une récente publication, basée uniquement sur une faible cohorte de MM (47 avec suivi)
avec des taux élevés de CLL, réalisée dans un seul laboratoire, discute les résultats des trois
différents tests de dosage des CLL et les implications potentielles pour le diagnostic et
l'utilisation clinique (Schieferdecker et al., 2020). Cette analyse comparative a montré des
résultats similaires pour le dosage des CLL entre le test Sebia et le test N Latex Test.
Cependant, les valeurs absolues étaient nettement plus faibles pour le ratio CLL K/ CLL L par
rapport a Freelite. L’analyse du rapport iCLL/niCLL a montré également des divergences

significatives entre ces essais.
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Ainsi les trois tests disponibles peuvent donner des résultats trés différents et ne doivent pas
étre utilisés de maniére interchangeable pour surveiller les patients. Il faut donc adapter les

seuils de diagnostic pour chaque application médicale.

Dans I’hypothese, ou, pour des raisons économiques, scientifiques ou organisationnelles, le
laboratoire d’Immunologie souhaiterait changer de fournisseur, il est indispensable, dans un
premier temps, de valider ces méthodes en routine, d’établir de nouvelles normes internes
et, a plus long terme, d’évaluer la sensibilité et la spécificité diagnostique des tests SEBIA par
rapport a ceux de la société Binding Site, notamment pour l'analyse du LCR, domaine

spécifique de compétence du laboratoire.

L'objectif de mon mémoire de DES sera celui de réaliser la comparaison de méthodes sur
une large cohorte en prospectif sur des prélevements frais, non congelés, de sérum et de

LCR pour s’affranchir d’éventuels biais pré-analytiques.

Je présente dans ce document de these d’exercice quelques résultats préliminaires.
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VI. Résultats préliminaires

Nous avons comparé les valeurs obtenues sur I'OPTILITE et les valeurs en ELISA avec la
technique SEBIA de 90 couples LCR/sérum. Il n’existe pas dans la série de patient avec une
CLL monoclonale sérique. Comme illustré sur la figure ci-aprés, la corrélation entre les 2
tests, que ce soit pour les tests CLL K ou CLL L est faible. Quelques données de la littérature
indiqueraient que le test Binding Site surévaluerait la quantité de CLL monoclonale par
rapport a la concentration réelle (indirectement visualisable en électrophorese pour
guelgues cas de CLL monoclonales) par rapport au test ELISA. La comparaison des 2
méthodes ne confirme pas ces informations pour les CLL polyclonales puisque j'observe a la

fois des discordances dans les 2 sens.
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Figure 27. Comparaison de valeurs de CLL polyclonales sériques

Concernant I'analyse des LCR, les seuils inférieurs de sensibilité des tests sur I'OPTILITE sont
de 0,33 mg/L pour les CLL K et 0,74 mg/L pour les CLL L pour les échantillons purs. En ELISA,
le seuil inférieur est de 0,1 mg/L pour une dilution au 1/50. Il est possible de descendre plus
bas, mais cela n’a pas d’intérét médical. La comparaison de méthode ne peut donc porter
gue sur une partie des dossiers et le nombre de valeurs obtenues en ELISA est supérieur a
celui obtenu sur 'OPTILITE. Les données en bleu sont disponibles pour les 2. Les données
uniguement SEBIA sont notées en orange sur les graphes. Pour les valeurs disponibles, il
existe également des différences, mais les corrélations semblent meilleures par rapport a

celles observées dans le sérum. Il est nécessaire cependant d’augmenter le nombre
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d’analyses. Ceci pourrait évoquer pour les dosages soit en turbidimétrie, soit en ELISA un
probleme d’effet « matrice » pour le dosage dans le sérum absent dans le LCR, milieu pauvre
en protéines. Par comparaison, du fait de leur petite taille, les taux dans le LCR de CLL
représentent environ 10% des taux sériques, alors que la concentration des IgG est 500 fois

inférieure dans le LCR par rapport a la concentration sérique.
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Figure 28. Comparaison de valeurs de CLL polyclonales du LCR

Enfin, nous avons comparé des valeurs obtenues dans le sérum en cas de présence de CLL
monoclonales dans le sérum, K ou L. On s’attendait, comme précédemment dit, a une
surélévation par la technique en turbidimétrie par rapport a I'ELISA. On observe en fait une
dispersion des données, comme pour I'analyse des CLL polyclonales, avec des valeurs plus
élevées avec une technique ou l'autre technique. Les différences sont plus marquées pour

I'analyse des CLL L que celle des CLL K.
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Figure 29. Comparaison de valeurs de CLL monoclonales sériques
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VII.  Conclusion et perspectives

L’exploration des CLL K et L fait partie du bilan de routine du diagnostic et du suivi de

pathologies lymphoprolifératives, auto-immunes, et inflammatoires.

La société Binding Site, leader depuis des années, est désormais concurrencée par 2 autres

sociétés dans ce domaine.

Un partenariat avec la Société SEBIA, qui nous fournit toutes les trousses nécessaires, nous

permet de réaliser un travail de comparaison de méthodes.

Les résultats préliminaires montrent de claires différences de valeurs entre les valeurs TBS
sur OPTILITE et les valeurs SEBIA. Il est trés probable que cette observation soit confirmée
sur I'analyse plus large en cours de réalisation (entre 500 et 700 couples LCR/sérum et 200

sérums avec des CLL monoclonales).

Ces observations appellent plusieurs commentaires et perspectives.

Quelle est la technique qui correle le mieux avec la quantité réelle de CLL ?

Il peut étre proposé de focaliser I'analyse sur les quelques cas avec des CLL abondantes,
visibles sur I'électrophorése et/ou 'immunotypage. Il faudra cependant prendre en compte
qgue les CLL sont des petites protéines qui n’absorbent peu la lumiére et ont des propriétés

tinctoriales faibles influencant ainsi la quantification aprés séparation.

Quel est I'impact des différents niveaux de polymérisation dans le sérum (ou dans les urines)

sur les dosages par les différentes techniques ?

On pourrait analyser, par chromatographie d’exclusion, les niveaux de polymérisation dans
le sérum et rechercher I'impact du niveau de polymérisation sur les dosages. Dans les urines,

il est plus facile de visualiser des CLL monomériques et polymérisées.
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Quelle est la technique la plus sensible et spécifique pour le diagnostic des amyloses

immunologiques et des encéphalites (témoin d’une SIT d’lg dans le LCR) ?

Ceci ne peut étre réalisé qu’apres avoir validé, sur une grande cohorte de sujets sains pour le
sérum ou sans pathologie inflammatoire du SNC pour le LCR, les valeurs normales pour

I’'ELISA Sebia en ensuite analysé des grandes cohortes validées cliniquement.

Il est, cependant, indispensable (ce que promeut, sur un plan commercial, la société The

Binding Site), de ne pas changer de technique pour le suivi des CLL.
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Résumé

Les chaines légeres libres (CLL) d’immunoglobulines sont synthétisées par les plasmocytes en
exces par rapport aux chaines lourdes. Elles sont donc libérées dans la circulation. Leur demi-
durée de vie breve, du fait de leur élimination rapide dans les urines, font de leur dosage, un
marqueur plus proche de la prolifération des lymphocytes B et des plasmocytes (polyclonaux
ou monoclonaux). De plus, les CLL polyclonales ou monoclonales, produites en exces, sont
responsables de lésions tissulaires diverses.

La société Binding Site, a développé des antisérums spécifiques permettant de différencier
les CLL des CL liées aux chaines lourdes. Des trousses de dosages en turbidimétrie ou en
néphélémétrie sont disponibles en routine sur différents automates. Elles sont utilisées pour
le diagnostic et le suivi de pathologies lymphoprolifératives, le diagnostic des amyloses AL et
du syndrome de Randall ainsi que leur prise en charge thérapeutique. Le laboratoire
d’'Immunologie a de plus exploré et validé en routine leur intérét pour le diagnostic des
encéphalites (dont la sclérose en plaques) et encéphalomyélites par une analyse comparée
LCR/sérum.

La société SEBIA propose une alternative technique en ELISA pour concurrencer le leader
dans le domaine. Dans I’hypothése, ou, pour des raisons économiques, scientifiques ou
organisationnelles, le laboratoire d’Immunologie souhaiterait changer de fournisseur, il est
indispensable, dans un premier temps, de valider ce test en routine, d’établir de nouvelles
normes internes et, a plus long terme, d’évaluer la sensibilité et la spécificité diagnostique
des tests SEBIA par rapport a ceux de la société Binding Site, notamment pour I'analyse du
LCR, domaine spécifique de compétence du laboratoire.

Ce mémoire de thése présente les caractéristiques des CLL, les techniques d’exploration et
leur intérét médical. Des données préliminaires de comparaison des résultats sur 'OPTILITE
et en ELISA sur du sérum et du LCR illustrent, des a présent, d'importante discordances
justifiant la poursuite de travail en prospectif sur des cohortes plus importantes qui seront

présentées dans mon mémoire de DES de Biologie Médicale.

Mots clés : Chaines légeres libres d’'immunoglobulines — Anticorps — Turbidimétrie- ELISA —

Immunoglobulines monoclonales - LCR





