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Résumé

Introduction :

La tubulopathie myélomateuse (TM) est la complication rénale la plus fréquente du
myélome multiple. Dans certains cas, les cylindres myélomateux présentent les
caractéristiques optiques de 'amylose c’est-a-dire une biréfringence jaune-verte sur la
coloration du rouge Congo étudiée en lumiere polarisée. Cette amylose intra-tubulaire
(AMIT) est actuellement considérée comme une simple variante histologique de TM.
Cependant, le lien entre TAMIT et 'amylose AL systémique n’a pas été correctement
investigué.

Matériel et Méthodes :

Il s’agit d’'une étude observationnelle, rétrospective et multicentrique. Le critere
d’inclusion était un diagnostic de TM sur ponction biopsie rénale entre 2002 et 2012.
L’ensemble des biopsies rénales et des prélevements extra-rénaux des patients inclus
ont fait 'objet d’'une relecture avec réalisation systématique d’'une coloration du rouge
Congo. Parallélement, les données cliniques néphrologiques et hématologiques ont été
recueillies.

Résultats :

Soixante cas de TM ont été inclus. Une AMIT était retrouvée chez 17/60 (28,3%)
patients. Elle était plus fréquente chez les patients sécrétant une chaine l|égere
monoclonale d’isotype A (13/17 dans le groupe AMIT vs. 19/43 dans le groupe sans
AMIT, P = 0,024). La présence d’AMIT était associée de maniére significative a la mise
en évidence d’une amylose AL extra-rénale (5/13 dans le groupe AMIT vs. 0/30 dans le
groupe sans AMIT, P = 0,001).

Discussion et conclusion :

Nos résultats montrent que 'AMIT n’est pas rare au cours de la TM. Sa présence reflete
le potentiel amyloidogéne de la chaine Iégére monoclonale et entraine un risque accru
d’amylose AL systémique. L’AMIT devrait donc étre recherchée systématiquement au
cours de la TM et sa détection devrait déclencher un bilan a la recherche d’autres

localisations d’'une amylose AL systémique.



I. Introduction

A. Rein et gammapathies monoclonales

1. Histologie normale du rein

a)  Généralités
Chaque rein est constitué de 0,6 a 1,2 millions de néphrons qui en sont les unités
fonctionnelles. Ces néphrons sont composés de glomérules situés dans le cortex rénal
et d’un systéme tubulaire cheminant dans le cortex et dans la médullaire en étroite
association avec le systeme vasculaire. On distingue les tubes proximaux, qui émergent
des glomérules, des tubes distaux et collecteurs qui vont rejoindre I'appareil excrétoire

au niveau de la papille. Il est parfois possible de visualiser chacun de ces éléments sur

une biopsie rénale :
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Figure 1 : Schéma récapitulatif des différentes structures d’un néphron (adapté a partir d ‘une
image appartenant & McGraw-Hill Education)



b)  Organisation du glomérule

L’organisation particuliére des glomérules a pour but d’assurer la filtration du sang et la
production de I'urine primitive. Le sang arrive au niveau du péle vasculaire du glomérule
via l'artere afférente qui se divise en un réseau de capillaires anastomosés appelé
flocculus. Ce dernier est suspendu dans la chambre urinaire qui est délimitée en
périphérie par la capsule de Bowman et soutenu par un tissu conjonctif spécialisé : le
mésangium (Figure 2). L’élévation de la pression au niveau des anses capillaires permet
le passage de certaines substances du sang a travers I'endothélium fenétré, la
membrane basale glomérulaire (MBG) et les pédicelles des podocytes jusque dans la
chambre urinaire (Figure 2). L'urine primaire ainsi formée rejoint le tube contourné

proximal (TCP) au niveau du pole urinaire du glomérule.

Glomeérule normal

Tube contourné proximal (TCP)
avec hordure enbrosse
Membrane hasale du TCP

Noyau de cellule épithéliale pariétale —#g
Chambre urinaire L g
Lumiére de capillaire glomeérulaire
Noyau de cellule endothéliale
Tige (axe) mésangiale
Noyau de cellule mésangiale
Cellule épithéliale viscérale ————
(podocyte)

Pédicelles (pieds) des podocytes ——#
Mesangium

Péle tubulaire
{ou urinaire)

e

0

Membrane basale
Glomeérulaire (MBG)
“4—— Membrane hasale
glomeérulaire coupee
tangentiellement

\
&2

Capsule de Bowvman ———» -
Artérioles afférente et efférente
Intima artériolaire Péle vasculaire (hile)

Meédia avec noyaux de myocytes_ g
Noyau de cellule endothéliale artériolaire L
Meésangium exira-glomérulaire

Tube contourné distal

Figure 2 : Représentation schématique de ’organisation d’un glomérule (d’apreés le site

Diagnos)



C) Tubes, interstitium et vascularisation

Pendant son trajet dans les TCP puis dans les tubes distaux et collecteurs, la
composition de l'urine va étre modifiée par une succession de mécanismes complexes
de réabsorption et de sécrétion qui dépendent des cellules épithéliales tubulaires.
L’interstitium (ou tissu interstitiel) contient principalement des cellules d’origine
mésenchymateuse et joue un role de soutien des cellules épithéliales tubulaires. Sur
une coupe de rein normal, les tubes sont trés proches les uns des autres et l'interstitium
est a peine visible.

Le réseau vasculaire est étroitement lié au réseau tubulaire et assure sa viabilité. Sur
une biopsie rénale, on observe principalement des artérioles et des artéres de petits
calibres. Dans certain cas, une artére arquée est visible au niveau de la jonction cortico-

médullaire.

2. Gammapathies monoclonales

a) Définition

Les gammapathies monoclonales sont définies par la sécrétion d’'une immunoglobuline
(Ig) monoclonale, qu'elle soit présente dans sa forme complete ou tronquée.

Elles peuvent s’observer au cours de pathologies hématologiques malignes comme le
myélome multiple (MM) ou certains lymphomes B mais le caractére monoclonal n’est
pas synonyme de malignité. Ainsi, par définition, les « gammapathies monoclonales de
signification indéterminée » (MGUS) surviennent en I'absence de MM ou de lymphome
B ; les patients avec MGUS ont un risque faible mais accru par rapport a la population

générale de développer une hémopathie maligne.



En fonction de diverses caractéristiques de I'lg sécrétée, la protéine monoclonale peut
étre responsable de certaines atteintes cliniques ou rester asymptomatique.

Dans la suite de ce travail, nous détaillerons les atteintes rénales associées aux
gammapathies monoclonales. Lorsqu’elles viennent compliquer I'évolution d’'une MGUS,
le terme de « gammapathies monoclonales de signification rénale » (MGRS) a été
introduit afin de souligner I'importance de traiter le clone monoclonal responsable de

I'atteinte rénale (1).

b)  Structure d’une immunoglobuline

Les Ig sont des glycoprotéines de forme membranaire ou circulante. Elles sont
composées de 2 chaines lourdes (CH) identiques et de 2 chaines légéres identiques
(CL). Les chaines lourdes et les chaines légéres comprennent chacune une région
constante et une région variable qui sont codées par un ensemble de genes différents
(Figure 3).

On distingue deux isotypes de chaines légéres (k et A) et cing pour les chaines lourdes
(M, a, O, €, et y) définissant respectivement les cing classes d'lg (IgM, IgA, IgD, IgE et
IgG). De plus, il existe quatre sous classes d'IgG (IgG 1 a 4) et deux d'IgA (IgA 1 et 2).
La séquence de la région variable est constituées de trois régions hypervariables dites
« complementary determining region » (CDR1, CDR2 et CDR3) car elles contiennent les
acides aminées responsables de la spécificité de la reconnaissance antigénique et de
guatre regions stables appelées cadres ou « framework » dont les homologies de
séquence permettent d’identifier des sous-groupes de variabilité (Figure 3).

La génétique des Ig est complexe. Les génes codant les CH, les CL-A et les CL-k sont

respectivement situés au niveau du locus IGH sur le chromosome 14, du locus IGL sur
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le chromosome 22 et du locus IGK sur le chromosome 2. Il existe 4 génes C
fonctionnels codant pour la région constante de la CL-A et un seul géne pour la CL-k.
Afin d’assurer la diversité des sites de reconnaissance, il existe un plus grand nombre
de genes V codant pour la majeure partie de la région variable. Ainsi, on dénombre 30-
35 génes V fonctionnels pour la CL-A, organisés en 10 sous-familles, et 34-37 genes V
fonctionnels pour la CL-k organisés en 5 sous-familles. De plus, lors de la maturation
des cellules productrices d’lg, il existe un mécanisme de réarrangement entre les genes
V et les genes J, codant les régions jonctionnelles, ce qui accroit considérablement le

nombre de combinaisons et donc la diversité du répertoire des Ig.

Framework Antigen
regions binding
CDR
Fab >
region

L

BT

Fc
region

L3
Chaine lourde

Fc binding

Figure 3 : Structure d 'une immunoglobuline adaptée de Hansel et al., Nature 2010 (2)



3. Atteintes rénales associées aux gammapathies

monoclonales

Le spectre des atteintes rénales associées aux gammapathies monoclonales comprend
de nombreuses entités, certaines ayant été récemment décrites. La liste présentée ci-
apres ne contient que les principales d’entre elles et n'est pas exhaustive. Elles sont
résumées dans la Figure 4.

On peut distinguer deux catégories d’atteinte rénale en fonction du contexte
hématologique:

- Atteintes rénales associées a des proliférations tumorales de forte masse
tumorale

La survenue de ces atteintes ne dépend pas uniquement des propriétés de [l'lg
monoclonale mais également de son abondance. Elles ne s’observent donc qu’en
présence d’une masse tumorale élevée comme par exemple au cours d’'un MM ou d’un
lymphome. Le prototype de ce type d'atteinte est la tubulopathie myélomateuse (TM).
Elle correspond a la précipitation des CL sous formes de cylindres au sein des lumieres
tubulaires. Ses caractéristiques seront détaillées par la suite.

Une autre manifestation rénale appartenant a cette catégorie est I'atteinte glomérulaire
sous forme de bouchons intra-capillaires d'IgM monoclonales dans le cadre de la

maladie de Waldenstrom.



- Atteintes rénales associées a des proliférations tumorales de faible masse
tumorale

Si ces entités sont le plus souvent associées a un clone tumoral de faible abondance,
elles peuvent aussi s’observer au cours dun MM ou d’un lymphome. Elles peuvent
toucher différents compartiments du néphron et il est habituel de les classer en fonction
du site d’atteinte :

- Atteintes tubulo-interstitielles :

o Tubulopathie proximale: La forme classique est caractérisée par la
présence de cristaux dans le cytoplasme des cellules épithéliales au
niveau des TCP. Ces cristaux sont responsables d’une dysfonction des
cellules proximales se traduisant cliniquement par un syndrome de
Fanconi, présent dans environ 45 % des cas (3). Cette manifestation est
secondaire a des mutations dans la partie variable (Vk1) de la CL la
rendant résistante a la digestion par la cathepsine B intra-lysosomale (4).
Depuis peu, on décrit des formes de tubulopathie proximale sans
formation cristalline. Elles sont moins souvent responsables d'un
syndrome de Fanconi et se manifestent sur le plan clinique par une
protéinurie et a une dysfonction rénale progressive (3, 5-7).

o Histiocytose cristalline de surcharge: Elle est caractérisée par la
présence de cristaux dans le cytoplasme des histiocytes interstitiels
(donnant un aspect dit de « pseudo-Gaucher ») et occasionnellement au
sein des cellules proximales et des podocytes (1). L’atteinte n’est pas
limitée au rein. Elle se retrouve fréquemment au niveau meédullaire et plus

rarement au niveau d’autres sites extra-médullaires (poumon, orbite). Elle
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est responsable d’une insuffisance rénale lentement progressive et peut
étre associée a un syndrome de Fanconi. La physiopathologie de la

maladie n’est pas bien comprise.

- Atteintes glomérulaires : Elles sont divisées en fonction de la nature organisée ou

non des dépdts en microscopie électronique (ME).

o Dépbts organisés :

» Amylose: Dans la majorité des cas, elle est composée de
fragments de CL (Amylose AL) et plus rarement de CH isolées
(Amylose AH) ou associées aux CL (Amylose ALH). En ME, les
dépbts correspondent a des fibrilles de 7 - 12 nm disposées de
facon aléatoire. Les caractéristiques de I'amylose AL seront traitées
dans la partie C).

» Glomérulonéphrite a dépbts organisés microtubulaires d'lg
monoclonales (GOMMID): En ME, I'étude des dépbts révele la
présence caractéristique de microtubules de 10 - 60 nm de
diametre disposés en faisceaux paralléles. La monotypie des
dépbts et 'absence de cryoglobulinémie sont exigés pour retenir le
diagnostic. Elle se présente le plus souvent comme une
glomérulonéphrite  extra-membraneuse ou comme  une
glomérulonéphrite membranoproliférative. Des manifestations extra-
rénales sont possibles (notamment cutanées) mais rares.

= Glomérulopathies des cryoglobulinémies de type |: L’atteinte

glomérulaire est présente dans 30 % des cas de cryoglobulinémies

9



de type |. Elle se manifeste comme une glomérulonéphrite
membranoproliférative associée a de volumineux bouchons
intracapillaires. Il est possible d’observer une organisation des
dépdts en ME dans pres de 50 % des cas. Celle-ci est variable
méme si la forme microtubulaire est la plus fréquente. A noter dans
de rares «cas, la présence dune organisation cristalline

(crystalcryoglobulinémie).

o Dépbts non-organisés :

Maladie des dépdts d’lg monoclonales de type Randall:
Comme pour 'amylose, on subdivise cette catégorie en fonction de
la partie de I'lg impliquée dans la formation des dépéts : il s’agit le
plus souvent de fragments de CL (light chain deposition disease,
LCDD), plus rarement de CH (HCDD, heavy chain deposition
disease). Elle se caractérise par la présence de dépdts non
organisés au niveau des membranes basales du rein mais
également d’autres organes (par exemple dans le poumon). Les
dépbts glomérulaires s’accompagnent classiquement de nodules
mésangiaux et sont associés dans la majorité des cas a des dépots
le long des membranes basales tubulaires. L’aspect en
immunofluorescence (IF) obtenu avec un anticorps dirigé contre la
CL ou la CH impliquée est caractéristique et se traduit par un signal
intense, linéaire et diffus le long des membranes basales tubulaires

et glomérulaires.
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Glomérulonéphrite proliférative a dép6ts non-organisés et non-
Randall d'lg monoclonales (ou glomérulonéphrite proliférative a
dépéts d’lgG monoclonale, PGNMID) : Elle se présente
histologiguement comme une glomérulonéphrite
membranoproliférative ou extramembraneuse. Les dépodts sont
dans la majorité des cas constitués d’une Ilg monoclonale compléte
(le plus souvent y3). lls sont de topographie exclusivement
glomérulaire, a la différence de la LHCDD.

Glomérulopathies a dépdts de C3: Les glomérulopathies a C3
constituent un ensemble de pathologies rénales qui sont
secondaires a une dysfonction de la voie alterne du complément et
qui se caractérisent par des dépébts glomérulaires exclusivement ou
majoritairement constitués de C3. Dans certains cas de
gammapathies monoclonales, I'lg sécrétée interfere avec la voie
alterne du complément et peut étre responsable d'une
glomérulopathie a dépb6ts de C3. Contrairement aux entités
précédemment citées, I'atteinte rénale est indirectement liée a I'lg

monoclonale qui n'est donc pas détectée au niveau glomérulaire.
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Fanconi Syndrome
proximal tubulopathy,
acute tubular necrosis

Interstitial fibrosis,
tubule atrophy

Asymptomatic
Bence Jones
o proteinuria

Distal tubule

Glomerulus \
T Cast nephropathy
Amyloidosis (types AL and AH)

MIDD (LCDD, LHCDD, HCDD)
Proliferative glomerulonephritis with
monoclonal Ig deposition
Paraprotein-associated C3 glomerulopathy
Others (immunotactoid glomerulonephritis,
fibrillary glomerulonephritis, cryoglobulinemia)

Figure 4: Représentation des différentes atteintes rénales associées aux gammapathies
monoclonales d’aprés Doshi et al. CJASN 2016 (8)
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B. Tubulopathie Myélomateuse

1. Historigue

La premiére mention dans la littérature de cylindres au sein des tubules rénaux chez
des patients souffrant d'un MM est attribuée a Ellinger en 1899 qui rapportait au cours
d’'une autopsie « la présence de masses fracturées et granuleuses dans les tubes
contournés distaux et de simples cylindres hyalins dans les autres tubes». En 1920,
Thannhauser et Krauss suggérérent que ces cylindres pouvaient étre composés de
protéines et de CL (9). Ce n’est toutefois qu’en 1962 qu’Edelman et Gally établirent un
lien de causalité entre la présence de cylindres et la protéine de Bence Jones (BJ) des
patients myélomateux (10). En 1933 puis en 1945, les Dr Bell et le Dr Oliver publiérent
les premiéres séries descriptives de cas d’atteinte rénale du MM et imputérent la
dysfonction rénale a I'obstruction tubulaire par les cylindres chez les patients présentant
une protéinurie de BJ. A la suite de ces descriptions, le terme de « cast nephropathy »
ou « néphropathie a cylindres » remplaca progressivement l'appellation « myeloma
kidney » utilisée jusqu’alors. Le terme de « néphropathie a cylindres » semble plus
approprié, car cette lésion peut étre associée a d’autres hémopathies que le MM,
notamment certains lymphomes lymphoplasmocytaires (11). Malgré cela, en France, les
termes « tubulopathie myélomateuse » ou « tubulopathie a cylindres myélomateux »

demeurent couramment utilisés.

2. Physiopathologie

Depuis le début des années 1990, d’importants progrés ont été fait dans la

compréhension de la pathogénie de la TM. Les résultats de ces recherches, résumés
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dans la Figure 5, permettront a l'avenir de développer de nouvelles approches
thérapeutiques spécifiques de la tubulopathie myélomateuse et complémentaires des

traitements anti-myélomateux disponibles actuellement.

a) Formation des cylindres

En conditions normales, le rein filtre les CL qui circulent dans le sang en majorité sous
forme de dimeéres. Plus de 90 % des CL filtrées sont réabsorbées au niveau du TCP. Au
cours de la TM, ce processus de réabsorption est saturé et les CL se retrouvent en
concentration élevée au niveau des tubules distaux ce qui est a I'origine de la formation
de cylindres. Ainsi, la perfusion de quantités élevées de CL purifiées a partir de I'urine
de patients avec une TM dans les tubules rénaux de souris ou de rats suffit pour induire
la formation de cylindres (12, 13). Cependant, certains patients avec un MM et de
grandes quantités de CL dans les urines ne développent jamais de Iésions de TM. Il a
donc été supposé que la formation des cylindres dépendait d’autres facteurs et
notamment de la nature de la CL sécrétée. Sanders et al. ont ainsi montré que seules
les CL purifiées a partir de l'urine de patients avec une TM pouvaient former des
cylindres chez le rat alors que des quantités similaires de CL issues de patients avec un
MM et sans atteinte rénale ne permettaient pas de reproduire ce phénotype (14). Une
explication possible de cette différence tiendrait a la capacité des CL responsables de
TM a se lier a la protéine de Tamm Horsfall (PTH).

La PTH ou uromoduline est une protéine présente en grandes quantités dans l'urine et
synthétisée de maniere sélective par les cellules tubulaires au niveau de la partie
ascendante de I'anse de Henle (15, 16). C’est aussi un des principaux constituants des

cylindres myélomateux (15, 17). Par des techniques de digestion enzymatique, Huang
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et Sanders ont isolé une séquence de 9 acides aminés sur la protéine PTH
correspondant au site de liaison avec les CL (18). L’affinité de cette interaction dépend
pour chaque CL de la composition en acides aminés de son domaine CDR3 (19).
Quelques années plus tard, la méme équipe a injecté chez le rat, en méme temps que
des CL purifiées a partir de l'urine d’'un patient avec TM, un peptide avec une forte
affinité pour le site de liaison identifié sur la protéine PTH. Par effet de compétition, ce
peptide a permis de limiter la liaison des CL avec la protéine PTH et de prévenir la

formation des cylindres validant ainsi les résultats in vitro (20).

b)  Autres déterminants de la formation des cylindres

D’autres facteurs influencent la liaison CL-PTH et modulent donc dans la formation des
cylindres. Par exemple, le furosémide favorise la formation des cylindres de fagon dose-
dépendante (13). De méme, le pH urinaire influence la liaison PTH-CL via des
modifications de la charge électrique de la protéine PTH (18). La composition ionique de
'urine doit aussi étre prise en compte. En effet, il a été montré que la présence de
cylindres entravait la réabsorption de chloride et qu'il en résultait une forte concentration
intra-luminale d’ions [CI-] qui favorise a son tour la formation de cylindres (14).

D’autre part, il est possible que dans certains cas les cylindres se forment directement
par agrégation de fragments de CL résistantes aux protéases macrophagiques (21),
indépendamment de la présence de PTH. En faveur de cette hypothése, il a été observé
in vivo des cylindres non marqués avec des anticorps anti-PTH et des expériences in

vitro confirment la capacité de certaines CL a s’auto-agréger (22).
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c)  Toxicité directe des chaines légeres

La formation de cylindres au niveau des tubes distaux est I'élément caractéristique de la
TM mais il est maintenant établi qu’il existe également une toxicité directe des CL sur
les TCP qui rend compte d’'une part importante de la gravité du tableau clinique.

En condition normale, les CL se fixent au péle apical des cellules épithéliales au niveau
des zones inter-microvillositaires de la bordure en brosse par l'intermédiaire de deux
récepteurs appartenant a la famille des récepteurs des lipoprotéines de faible densité :
la megaline et la cubuline (23, 24). Les CL ainsi endocytées sont secondairement
dégradées dans les lysosomes.

Lorsque les CL sont présentes en tres forte concentration, I'exacerbation du processus
d’endocytose entraine I'apoptose des cellules épithéliales et favorise un environnement
pro-inflammatoire et pro-fibrotique (25). Ainsi, il a ét¢ montré que lorsque l'on stimule
des cellules tubulaires avec des fortes concentrations de CL, ces derniéres libérent de
I'H,O, et des espéces réactives de I'oxygéne (26). Ceci conduit a : (1) l'activation de
'apoptose via la phosphorylation de I'apoptosis signal-regulating kinase 1 (ASK1) (20);
(2) la libération de cytokines pro-inflammatoires en particulier I'lL6 et IL8 via I'activation
des voies nuclear factor-kappa B (NF-kB) (27) et mitogen-activated protein kinase
(MAKP) (3) le recrutement de macrophages/monocytes via une libération de monocyte
chemoattractant protein 1 (MCP-1) (28). L'importance de ces événements dans la
pathogénie de la TM a été confirmée in vivo par I'équipe d’Arimura et al. qui a montré
que l'administration d’'un peptide bloquant les voies MAKP et NF-kB permettait de
prévenir les dégats épithéliaux (29). Enfin, en plus de leur action pro-inflammatoire et

pro-apoptotique, les CL favorisent la libération de facteurs pro-fibrosants comme le
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transforming growth factor beta (TGF-B) et 'expression de marqueurs mésenchymateux
(Snail, B-catenine, vimentine, heat shock protein 47(HSP47)) au niveau des cellules
épithéliales tubulaires (30, 31). Elles interviennent donc dans le développement de la
fibrose rénale et le passage a l'insuffisance rénale chronique (IRC).
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Figure 5: Principaux mécanismes physiopathologiques au cours de la tubulopathie

myélomateuse. D aprés Hutchison et al., Nature Review 2011 (25)

3. Anatomie pathologique

a) Microscopie optique

En microscopie optique, le diagnostic repose donc sur la mise en évidence de cylindres
dits « myélomateux » au sein des lumieres tubulaires associés a des altérations de
'épithélium tubulaire et a un infiltrat inflammatoire. Ces cylindres myélomateux
possedent certaines caractéristiques morphologiques permettant de les distinguer de
cylindres d’autre nature. Ainsi, les cylindres myélomateux apparaissent €osinophiles sur

la coloration de I'hématoxyline éosine safran (HES) et polychromatophiles sur la
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coloration du trichrome de Masson (Figure 6 A,B,C). A la différence des cylindres
exclusivement constitués de PTH pouvant s’observer de maniére relativement banale
(au sein de tubes atrophiques notamment), les cylindres myélomateux ne sont pas
colorés par I'acide périodique de Schiff (PAS). D’abondance variable, les cylindres sont
le plus souvent de grande taille, striés par la lame du rasoir, denses et aux contours
anguleux. Dans certains cas, ils sont fracturés et les différentes parties semblent alors
pouvoir s’emboiter a la maniere d’'un puzzle (Figure 6 D).

Certaines variantes morphologiques ont été décrites. En particulier, des formes dans
lesquelles la majorité ou la totalité des cylindres sont constitués de structures cristallines
(32, 33). Ces cristaux peuvent étre en forme d’aiguilles fines, a bords pointus ou bien de
forme rhomboide (Figure 6 F, G) (34).

Par technique d’'immunohistochimie a l'aide d’anticorps et de lectines spécifiques de
certains segments du néphron, il a été montré que les cylindres se formaient
principalement au niveau des tubes distaux et collecteurs (17). De maniere
exceptionnelle, il été rapporté des cylindres au niveau des tubes proximaux voire méme
au niveau de la chambre urinaire. Ces cylindres sont probablement formés
secondairement au reflux de la PTH dans les parties les plus proximales du néphron
dans certaines formes extrémement séveres de TM (17, 35).

Il est habituel de constater une réaction inflammatoire en périphérie des cylindres. Il
peut s’agir d’éléments mononuclées mais la présence de cellules géantes multinucléées
adhérentes aux cylindres est plus caractéristique (Figure 6 E). Ces cellules géantes ont
des caractéristigues morphologiques (36) et phénotypiques (37, 38) de macrophages.
Elles pourraient provenir de la migration des macrophages interstitiels ou bien de la

différenciation des cellules épithéliales tubulaires vers un phénotype macrophagique
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(39). Dans quelques cas, linfiltrat inflammatoire est majoritairement constitué de
polynucléaires neutrophiles (Figure 6 H) (34).

Une réaction inflammatoire interstitielle, a prédominance de cellules mononuclées, est
souvent observée au cours de la TM. La sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par
les cellules épithéliales tubulaires en réponse a I'exposition aux CL (40) est une
explication possible de l'inflammation interstitielle. Dans certains cas, la rupture de la
membrane basale tubulaire aboutie a I'extravasation de fragments de cylindres dans
l'interstitium et a une réaction inflammatoire résorptive gigantocellulaire.

Des signes de souffrance tubulaire sont classiquement associés a la présence de
cylindres. Dans ce cas, les tubes apparaissent distendus, bordés par un épithélium
aplati. Les cellules épithéliales meurent par nécrose et se détachent dans les lumiéres
tubulaires. En plus des débris cellulaires on peut aussi observer des signes de

dégénérescence tels qu’une vacuolisation cytoplasmique.
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Figure 6 (Page précédente) : Exemples de cylindres myélomateux (repérés par les fleches) sur
les colorations de I’HES (A, Grossissement x100), du PAS (B, Grossissement x100) et du
trichrome de Masson (C, Grossissement x100) ; Cylindre fracturé avec un aspect « puzzle-like »
sur une coloration du PAS (D, Grossissement x400) ; Réaction gigantocellulaire en périphérie
d’un cylindre myélomateux sur une coloration du trichrome de Masson (E, Grossissement x400);
Variantes de cylindres composées de structures cristallines en forme d’aiguilles (F, HES
Grossissement x400) ou de forme rhomboide (G, PAS Grossissement x400) (Image issue du livre
Practical renal pathology de Lois J Arend). Exemple de cylindre entouré d’une réaction
inflammatoire a prédominance neutrophilique (H, HES Grossissement x400) (Image issue du

livre Practical renal pathology de Lois J Arend).
b) Immunofluorescence

Dans la majorité des cas, I'IlF met en évidence une restriction des cylindres a un type de
CL traduisant leur caractere monotypique. Cependant, I'autre type de CL peut parfois se
déposer passivement au niveau des cylindres et géner l'interprétation. D’aprés certains
auteurs (41), la monotypie est plus facilement mise en évidence si la formation des
cylindres est récente et lintensité du marquage tend a s’équilibrer entre les deux CL
avec le temps. Un marquage des cylindres avec les anticorps anti-IgG, anti-albumine et

anti-fibrinogéne est possible (42).

C) Microscopie électronique

En ME, en dehors de quelques cas rapportés (43, 44), seule I'étude de Pirani et al. en
1987 a décrit de maniére systématique l'aspect ultrastructural des cylindres dans une
série de 24 patients avec TM (45). Dans sa description, Pirani insiste sur la grande
variabilité de I'aspect des cylindres au sein d'une méme biopsie. Il décrit 4 types de
cylindres :

1) Cylindres constitués de granules homogénes et électrons-denses
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2) Cylindres correspondant a des dépéts globuleux et granuleux

3) Cylindres constitués principalement de microsphéres mesurant entre 100 et 200 nm,
entourés d’'une matrice granuleuse et souvent associés a des cristaux fins et longs en
forme d’aiguille

4) Cylindres constitués majoritairement ou totalement de structures cristallines et
entourés d’un matériel granuleux, de débris cellulaires ou de particules microsphériques.
(Les cristaux mesurent entre 400 nm et 26 ym de long, sont soit larges et
rectangulaires, soit fins en formes d’aiguilles associés a de nombreux débris cellulaires)

Seul les cylindres 3) et 4) sont spécifiques de la TM ce qui a été confirmé plus tard dans
une étude de Uribe-Uribe et Herrera dans laquelle ces aspects ultrastructuraux ont une

sensibilité de 100 % et une spécificité de 98 % pour le diagnostic de TM (46).

d) Indications de la biopsie rénale

La nécessité de réaliser une biopsie rénale pour le diagnostic de TM est controversée.
En effet, la survenue, chez un patient atteint d’'un MM, d’une insuffisance rénale aigué
(IRA) avec facteur favorisant (voir ci-dessous) clairement identifié, est, pour certains,
suffisamment caractéristique pour porter un diagnostic de TM sans nécessiter de preuve
histologique (d’autant plus que ce geste était considéré a risque hémorragique accru
chez ces patients potentiellement atteint d’amylose AL).

A l'inverse, les partisans de la biopsie rénale en cas de suspicion de TM avancent que si
la TM est I'atteinte rénale la plus fréquente, la présentation clinique n’est pas spécifique
et linsuffisance rénale chez les patients avec MM peut étre secondaire a de
nombreuses autres causes (hypercalcémie, LCDD, amylose AL...). Dailleurs, dans la

plupart des études avec des données histologiques, la TM n’explique que 30 - 65 % des
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cas d’'IR (Tableau 1). De plus, plusieurs lésions peuvent coexister sur une méme biopsie
ce qui peut modifier le pronostic (25). Ainsi Ecotiere et al. retrouvait par exemple 11,4 %
de patients avec une atteinte combinée LCDD et TM et 4,3 % avec une TM et une
amylose rénale (47). S’agissant du risque hémorragique lié au geste biopsique,
plusieurs études ont démontré que celui-ci était finalement faible et équivalent a la
population générale (~4 %) (48, 49).

Depuis quelques années, il apparait de plus en plus nécessaire de caractériser avec le
maximum de précision l'atteinte rénale des patients MM (50). Quelques méthodes non
invasives peuvent aider a cette distinction. En particulier, le dosage des CL sériques et
urinaires qui est plus €élevé au cours de la TM que dans les autres types d’atteintes
rénales (51, 52). Toutefois, il n'existe pas de seuils permettant d’affirmer la TM et en
'absence de biopsies il n’est pas possible d’exclure la présence d’'une autre pathologie
associée. D’autres criteres clinico-biologiques peuvent étre utiles pour suspecter
certains types d’atteinte rénale en particulier une albuminurie significative orientera vers
une amylose AL ou une MIDD. La encore il s’agit de critéres d’orientation et leur valeur

est limitée.

En conclusion, la biopsie rénale est aujourd’hui le seul moyen pour avoir une certitude
sur la nature de l'atteinte rénale. Ces données histologiques seront importantes dans
I'avenir pour :
- Obtenir des populations homogénes et améliorer ainsi la qualité des études
cliniques pronostiques et thérapeutiques.

- Evaluer avec précision I'influence pronostique des données histologiques
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- Evaluer l'efficacité des nouvelles thérapies (épuration des CL, peptide compétitif
anti-PTH, anticorps anti SAP...). dont le mécanisme d’action est spécifique de la

nature de I'atteinte rénale.

4. Epidémiologie

Les données épidémiologiques de la TM au cours du MM sont pauvres car dans la
majorité des études il est fait référence a I'atteinte rénale au sens large et les données
histologiqgues manquent (Tableau 1). On évalue entre 20 - 40 % la proportion de cas de
MM avec une atteinte rénale au diagnostic (53, 54). La survenue de la TM est corrélée
au stade de la maladie ainsi les patients avec une atteinte rénale ont majoritairement
une maladie a un stade avancé (53, 54). L’atteinte rénale peut également survenir dans
25 - 50 % des cas au décours de I'évolution de la maladie (55).

La TM est I'atteinte rénale du myélome conférant le plus mauvais pronostic. Toutefois, la
survie s’est améliorée au cours des dix dernieres années (56, 57): elle était en
moyenne de 20 mois avant 2009 et elle est de 40 mois dans les derniéres études
(Tableau 1). Cette amélioration illustre I'efficacité des nouvelles chimiothérapies anti-
myélomateuses.

Comme précisé précédemment, la TM peut survenir au cours d’un lymphome
lymphoplasmocytaire / maladie de Waldenstrém mais cela reste des cas exceptionnels
et les données actuelles ne reposent que sur des descriptions de cas individuels (11,
58-61). De ce fait, dans la suite de ce travail, les données présentées concerneront

uniqguement la TM survenant au cours du MM.
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Rota et al. 1987 (62) 34 30 26 47 19

Pozzi et al. 1987 (63) 50 24 16 46 NA
Misiani et al. 1987 (64) 10 9 9 50 9
Pasquali et al. 1990 (65) 37 30 25 38 29.7
Johnson et al. 1990 (66) 21 16 13 57 22
Alexanian et al. 1990 (67) 89 0 NA 51 17
Ganeval et al. 1992 (68) 80 30 19 38 20
Winearls et al. 1995 (69) 42 20 14 17 20
Irish et al. 1997 (70) 56 22 16 28,6 8
Bladé et al. 1998 (71) 94 0 NA 26 8,6
Magee et al. 1998 (72) 48 21 16 NA 11
Knudsen et al. 2000 (73) 225 0 NA 26 15
Sakhuja et al. 2000 (53) 56 26 17 NA NA
Eleutherakis-Papaiakovou et al. 2007 160 0 NA NA 20
74
Kastritis eE al.) 2007 (75) 41 0 NA 73 23
Dimopoulos et al. 2009 (76) 46 0 NA 57 NA
Haynes et al. 2010 (77) 107 15 10 30 10,2
Hutchison et al. 2011 (78) 39 39 39 66 215
Nasr et al. 2012 (79) 190 190 54 NA 44
Dimopoulos et al. 2013 (80) 133 0 NA 74 44
Park et al. 2014 (81) 69 0 NA 68,2 45,7
Gonsalves et al. 2015 (82) 192 0 NA 64 43
Ecotiere et al. 2016 (47) 70 70 70 46 et 51 42
C de Vries et al. 2017 (83) 131 0 NA 68 30

Tableau 1 : Atteintes rénales au cours du myélome, données de la littérature
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5. Caractéristigues clinico-biologiques de la

tubulopathie myélomateuse

a) Données démographiques et hématologiques

Les principales caractéristiques associées a la TM sont réesumées dans le Tableau 2.
Les patients ont un age moyen de 60 - 65 ans avec une légére prédominance masculine
(sexe ratio H/F : 1,25). La TM est associée a un stade avancé de la maladie et a des
niveaux élevés de CL sériques et urinaires ce qui la distingue des autres types d’atteinte
rénale au cours du MM (amylose, LCDD) ou la masse tumorale est en général faible
(53, 54). Parmi les cas de TM, les MM a CL représentent 30 - 60 % des patients (62, 64,
66, 84) contre seulement 20 % dans des populations de patients myélomateux sans
atteinte rénale. Cette surreprésentation s’explique par une sécrétion urinaire de chaines
légeéres plus importante au cours des MM a CL comparativement aux MM a IgA / IgG
(78, 85). Le ratio k/\ est hétérogéne en fonction des séries mais il est proche de 1 si on

considére 'ensemble des données (Tableau 2).
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Rotaetal (62) 34 87 63 0,88 73 385 46 154 385 615 960
Misianietal. (64) 10 100 66  NA 80 20 70 10 60 40 664,4
Pasqualietal. 25 83 60 2,12 72 NA NA NA NA NA 891

(65)
Irishetal. (70) 56 72 67 1,33 78 NA NA NA NA NA 811
Hutchisonetal. 39 100 62 1,43 NA 41 3 205 487 51,3 504
(78)
Nasretal. (79) 54 100 65 0,54 NA 29 38 27 64 36 475,2
Ecotiereetal. 70 100 69  NA 63 53 29 17 46 54 484,5
(47)

Tableau 2 : Caractéristiques hématologiques de la TM (adapté de Schrier 9th edition).
b)  Données néphrologiques

Les signes cliniques extra-néphrologiques les plus fréquemment associés sont la
fatigue, la perte de poids, les douleurs osseuses et les infections. Ces signes sont peu
spécifiques, en particulier chez des sujets agés, et ils conduisent donc rarement a la
réalisation d’'une électrophorése des protéines sériques et a la mesure des CL sériques
gui sont nécessaires pour évoquer le diagnostic. On ne retrouve pas de syndrome
ccdémateux ou d’hypertension artérielle sévere, ces manifestations étant plutét
associées a une atteinte glomérulaire.

L’insuffisance rénale secondaire a la TM est révélatrice du diagnostic de myélome dans
plus de 70 % des cas (62, 63, 86). Elle s’installe généralement sur quelques jours. Elle
est d’intensité variable pouvant nécessiter la mise en dialyse d’emblée (37 %) (79). On
estime qu’environ 65 % des patients avec un TM développent une insuffisance rénale
terminale (IRT) dans les 3 premiers mois suivant le diagnostic (68). Si le MM ne
représente qu'l % des tumeurs malignes, il rend compte de plus de la moitié des cas

d’'IRT associés au cancer (87). Aux Etats Unis, l'incidence de I'lRT secondaire ala TM a
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diminué ces derniéres années (56) ce qui n’est pas retrouvé en Europe ou lincidence
continue d’augmenter (88). La mortalité des patients en IRT du fait d'une TM est en
moyenne plus importante que pour les IRT secondaires a d’autres causes (56).

La principale caractéristique de la TM sur le bilan urinaire est la mise en évidence d’'une
protéinurie constituée a plus de 70 % de CL (62). Les autres constituants sont des
protéines de bas poids moléculaires et de I'albumine non réabsorbées au niveau des
TCP. Si la présence d’une albuminurie supérieure a 1 g/j est en faveur d’'une pathologie
glomérulaire associée tel que 'amylose ou le LCDD, elle peut étre observée dans de
rares cas de TM pure (47). Une hématurie microscopique est associée dans environ 20

% des cas.

6. Facteurs précipitants

La survenue d'une TM est avant tout associée a une masse tumorale élevée et le
premier facteur de risque est 'abondance de la sécrétion urinaire de CL (85). Toutefois
d’autres facteurs peuvent favoriser la formation des cylindres. lls sont présentés dans le

Tableau 3.
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Rota et al. NA 44 26 44 65 0
(62)
Pozzi et al. 44 34 0 8 24 4
(63)
Johnson et 81 NA 0 19 NA 0
al. (66)
Ganeval et 35 30 NA 9 10 11
al. (68)
Winearls et 71 19 10 NA NA NA
al. (69)
Irish et al. 57 23 11 2,5 2,5 0
(70)
Sakhuja et 47 24 16 9 33 2
al. (53)
Haynes et al. 65 16 18 5 6 NA
(77)
Rodrigues et 66,8 17,5 5,2 10,5 NA NA
al. (89)
Ecotiere et 50 23 20 24 NA NA
al. (47)

Tableau 3: Facteurs précipitants dans la littérature (Valeurs en %)
a) Hypercalcémie

Dans le MM, I'hypercalcémie est une cause fréquente d’IRA (90). L’hypercalcémie a des
effets délétéres directs sur la fonction rénale et entraine une diminution de la filtration
glomérulaire. Elle est aussi a I'origine d’une vasoconstriction rénale et de I'apparition de
dépbts intratubulaires de calcium. De plus, I'hypercalcémie entretient un état de
déshydratation lorsqu’elle entraine des vomissements ou lorsqu’elle est responsable
d’une résistance a I'hormone antidiurétique. Ces conditions favorisent la précipitation de
cylindres chez les patients avec MM et I'hypercalcémie est d’ailleurs le principal facteur
précipitant dans de nombreuses études. Elle est retrouvée entre 23 et 44 % des cas

selon les séries (Tableau 3).
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b) latrogenes

Certains traitements favorisent directement la précipitation des cylindres et sont donc a
proscrire chez les patients atteints de MM. En particulier, les diurétiques de I'anse qui
augmentent la concentration intraluminale de sodium chloride dans les tubes distaux ce
qui renforce I'affinité de la liaison CL - PTH (voir physiopathologie) avec un effet dose-
dépendant dans des modeles in vitro (14, 91). Par ailleurs, 'ensemble des traitements
associés a une diminution du DFG favorisent in fine la formation de cylindres et doivent
donc étre évités ou utilisés avec prudence chez les patients souffrant de MM. En
particulier, les AINS qui inhibent la production de prostaglandines vasodilatatrices
nécessaires au maintien du débit de filtration glomérulaire et qui favorisent également la
rétention hydrosodée en inhibant la réabsorption du chlore. Certains biphosphonates
utilisés pour la prise en charge des lésions osseuses des patients MM sont
néphrotoxiques (92, 93) et doivent donc étre évités ou utilisés a dose adaptée a la
fonction rénale. Enfin, les inhibiteurs de I'enzyme de conversion sont a risque chez ces

patients souvent déshydratés.

C) Produits de contraste iodés

L’utilisation de produits de contraste iodé (PCIl) chez les patients souffrant de MM a
longtemps été considérée comme un facteur de risque majeur de développer une IRA
(94). Cette affirmation reposait sur quelques case reports (95, 96) et a conduit a une
extréme prudence de la part des radiologues. Toutefois, que ce soit dans les séries
issues des études de corrélation anatomo-cliniques (Tableau 3) ou bien dans les études
cliniques ultérieures (97, 98), il a été montré que le risque de détérioration de la fonction

rénale secondaire a l'utilisation de PCI est faible lorsque les patients sont correctement
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hydratés. Ainsi, dans I'étude de McCarthy et al. la fréquence d’IRA aprés injection de
PCI chez 476 patients MM était estimée a 0,6 - 1,25 % contre 0,15 % dans la population
générale. Chez des patients avec une TM prouvée histologiquement, l'utilisation de PCI
est un facteur favorisant retrouvé dans moins de 5 % des cas. Si le risque est plus faible
gu’initialement suspecté, il n'est pas nul pour autant et il convient d’observer une
certaine prudence chez les patients en particulier lorsqu’ils présentent d’autres facteurs

de risque de TM (hypercalcémie, infection, hypovolémie, prise d’AINS...).

d)  Hypovolémie/Sepsis

L’hypovolémie est un facteur précipitant de TM car elle augmente la concentration
relative des CL dans les urines et diminue la filtration glomérulaire. Dans la littérature, la
déshydratation est un facteur précipitant de TM retrouvé jusqu’a 60 % des cas dans
certaines séries (62) (Tableau 3). Elle doit donc étre systématiquement recherchée et
corrigée chez les patients atteints de MM.

La présence d'un sepsis est également un facteur de risque via I’hypovolémie relative
qui en résulte. Elle est retrouvée a l'origine de 10 - 20 % des cas de TM (Tableau 3).
Certains auteurs ont suggéré que la présence d’une simple infection urinaire puisse

jouer un rdle précipitant (62) mais ceci n’a pas été confirmé dans des études ultérieures.

7. Facteurs pronostiques

Les principaux facteurs pronostiqgues associés a la survie et a la réponse rénale sont

résumés dans le Tableau 4.
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Rota et al. (62)

Atrophie tubulaire, Lésions interstitielles

Réponse rénale

Pozzi et al. (63)

Niveau de la fonction rénale initiale. Nombre de

Réponse rénale

cylindres.
Misiani et al. (64) NA Réponse hématologique
Pasquali et al. (65) NA Réponse rénale, Lésions tubulo-
interstitielle, Infection
Johnson et al. (66) NA NA

Alexanian et al. (67)

Niveau de la fonction rénale initiale, Calcémie,
Protéinurie

Réponse hématologique

Ganeval et al. (68) NA Réponse rénale, Réponse
hématologique
Winearls et al. (69) NA NA
Irish et al. (70) NA Albuminémie, Taux de plaquettes
Bladé et al. (71) Niveau de la fonction rénale initiale, Myélome a Niveau de la fonction rénale initiale,
CL Réponse hématologique
Magee et al. (72) NA NA
Knudsen et al. (73) Myélome a CL Réponse rénale
Sakhuja et al. (53) NA NA
Eleutherakis-Papaiakovou et NA NA
al. (74)
Kastritis et al. (75) Rien NA
Dimopoulos et al. (76) Myélome a CL, Réponse hématologique NA
Haynes et al. (77) NA Réponse rénale, albuminémie,

Hutchison et al. (78)

Réponse hématologique

Isotype de la CL, Réponse rénale

Nasr et al. (79) NA NA
Dimopoulos et al. (80) Réponse hématologique, Niveau de la fonction Rien
rénale initiale, Age
Park et al. (81) Rien Rien
Rodrigues et al. (89) Rien Age, CRP, Indépendance dialyse
Gonsalves et al. (82) Myélome a CL Cytogénétique, Age

Ecotiere et al. (47)

Réponse hématologique

Réponse rénale

Cde Vries et al. (83)

NA

Niveau de la créatinine initiale,
Calcémie, Isotype de la CL, Utilisation
du Bortezomib

Tableau 4 : Facteurs associés a la réponse rénale et a la survie dans le myélome.
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a) Facteurs histologiques

Les résultats sur le réle des facteurs histologiques dans le pronostic de la TM sont
discordants dans la littérature. Dans certaines études, I'atrophie tubulaire et I'importance
de l'infiltrat inflammatoire interstitiel sont les seuls critéres associés a la réponse rénale
(62, 65) alors que pour d’autres auteurs seul le nombre de cylindres est significatif (47,
63, 66).

Ces résultats contradictoires traduisent sans doute une hétérogénéité de méthodes
entre ces différentes études en particulier en ce qui concerne la définition de l'atteinte
rénale, la fagon de compter les cylindres ou de grader linfiltrat interstitiel. Par exemple,
pour étudier la valeur du nombre de cylindres, certains ont pris en compte la moyenne
du nombre de cylindres par champs (47) alors que d’autres ont considéré le

pourcentage de tubes contenant des cylindres (62, 63).

b)  Fonction rénale au diagnostic

La sévérité de I'atteinte rénale au diagnostic de TM a un impact sur la survie (71, 83) et
sur les chances d’obtenir une réponse rénale (67, 80). La classification AKIN définissant
différents grades de sévérité de I'IRA a partir de la valeur de la créatinine et du débit

urinaire peut étre utilisée dans la TM (Tableau 5) (80).
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Stade 1 Augmentation de plus de 26,4 Moins de 0,5 mL/kg/h
pmol/L ou comprise entre 150 a  pendant plus de 6 h
200% de la valeur de base

Stade 2 Augmentation comprise entre Moins de 0,5 mL/kg/h
200 et 300% de la valeur de base pendant plus de 12 h

Stade 3 Augmentation supérieure a Moins de 0,3 mL/kg/h
300% ou valeur de la créatinine pendant 24 h ou anurie
supérieure a 354 pendant 12 h

Tableau 5 : Classification AKIN d’aprés Metha RL et al. 2007 (99).

c)  Réponse rénale et réponse hematologique

La réponse rénale et hématologique sont associées a la survie dans la plupart des

études (Tableau 4) mais leurs définitions varient d'une étude a [lautre. Afin

d’homogénéiser les pratiques cliniques, le groupe international de travail sur le myélome

multiple (IMWG) a proposé des criteres définissants la réponse rénale (Tableau 6) et

hématologique (Tableau 7)

EE—

Compléte <50 >60
Partielle <15 30-59
Mineure <15 15-29
ou
15-29 30-59

Tableau 6 : Criteres définissant la réponse rénale au cours du myélome multiple d’apreés

Dimopoulos et al. 2010(100)
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Réponse compléte stricte Réponse complete et
Ratio FLC Normal, et
Absence de cellules clonales dans la moelle osseuse par
immunohistochimie ou immunofluorescence

Réponse compléte Immunofixation négative, et
Disparition des plasmacytomes du tissu mou, et
<5 % plasmocytes dans la moelle osseuse

Tres bonne réponse partielle Détection de la protéine monoclonale par immunofixation (et non par
électrophorése), ou
Réduction d’au moins 90% de la protéine monoclonale sérique, la
protéine monoclonale urinaire < 100 mg par 24 h

Réponse partielle Réduction 250 % de la protéine monoclonale sérique et réduction de la protéine
monoclonale urinaire 2 90 % ou de < 200 mg par 24 h
Si la protéine monoclonale n’est pas mesurable, une baisse 250 % de la différence entre
les taux de CL doit s’imposer
Si ni la protéine monoclonale, ni le dosage de chaines légéres libres ne sont mesurables,
une baisse = 50 % des plasmocytes s’'impose en lieu et place de la protéine monoclonale,
pourvu que le pourcentage de plasmocytes dans la moelle osseuse soit = 30 %
En outre, si les plasmacytomes apparaissent, une réduction = 50 % de leur
taille dans le tissu mou s’impose

Maladie stable Critére non valable pour réponse compléte, trés bonne réponse partielle, réponse
partielle ou la progression de la maladie

Progression de la maladie Augmentation de 25 % par rapport a la valeur la plus basse d’un ou plusieurs composants
suivants :
¢ I|g monoclonale sérique (I'augmentation absolue doit étre > 0,5 g/dl)
¢ Ig monoclonale urinaire (I'augmentation absolue doit étre > 200 mg/24h)
¢ Si les Ig monoclonales ne sont pas mesurables dans le sang ou les urines : la dCL
(’augmentation absolue doit étre > 10 mg/dl)
* Si, ni les Ig monoclonales sériques et urinaires, ni le dosage des chaines légéres libres ne
sont mesurables : le pourcentage d’infiltration plasmocytaire (le pourcentage absolu doit
étre 2 10 %)
OU Développement de nouvelles lésions osseuses ou de plasmocytomes des tissus mous
ou augmentation de la taille des lésions osseuses existantes ou des plasmocytomes des
tissus mous
OU Hypercalcémie (calcium sérique corrigé > 11,5 mg/dl ou 2,65 mmol/l)
qui peut étre uniquement attribuée a la prolifération des plasmocytes.

Tableau 7 : Définition de la réponse hématologique au cours du myélome d’aprés Kumar et al.

2016 (101)
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d) Isotype de la chaine légére

L’influence de l'isotype de la CL sur le pronostic a été rapportée plusieurs fois dans la
littérature. En général, l'isotype A est associé a une moins bonne réponse rénale et a
une moins bonne survie (78). Cet effet est secondaire au débit urinaire des CL qui est
plus important dans le cas des CL-A que des CL-k. Ainsi, lorsque les résultats sont
ajustés sur le débit urinaire, la différence entre les deux types de CL est non significative

(85).

8. Traitements de la tubulopathie myélomateuse

a) Traitements étiologiques

Au cours des 10 dernieres années, la prise en charge du MM a été transformée par
l'introduction de nouvelles thérapies. Elles ont permis d’améliorer significativement la
survie des patients. Toutefois qu’ils s’agissent des chimiothérapies dites
conventionnelles ou des molécules d’introduction plus récentes, la stratégie est
identique: il faut obtenir le plus rapidement possible un contréle de la maladie en

diminuant efficacement le taux de CL et en évitant les toxicités liées aux traitements.

(1)  Chimiothérapies classiques

Le melphalan, un agent alkylant, a été un des premiers traitements du MM avec
insuffisance rénale. Il a pendant longtemps été utilisé en association avec des
corticostéroides comme traitement de premiére ligne. Il permet d’obtenir une réponse

hématologique dans environ 60 % des cas (54, 71, 102, 103). Ce traitement a plusieurs
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inconveénients : nécessité d’adapter les doses a la fonction rénale, cytotoxicité vis-a-vis
des cellules souches, action anti-tumorale lente et impact limité sur la survie.

Dans les années 1990, des schémas thérapeutigues combinant des drogues anti-
myélomateuses avec des corticoides comme l'association vincristine, adriamycine et
dexamethasone (VAD) se sont imposés dans le traitement du MM (67). Ces
associations sont moins toxiques que le melphalan pour les cellules souches, ne
nécessitent pas d’adaptation des doses a la fonction rénale et ont une action
cytoréductrice plus marquée (104, 105).

A partir du début des années 2000, il est apparu que les sujets jeunes et en bon état
général avec une TM pouvaient bénéficier d‘un traitement d’induction par VAD puis d’un
conditionnement par melphalan haute dose avant autogreffe de cellules souches.
Jusqu’alors, cette stratégie thérapeutique était réservée aux patients sans atteinte
rénale en raison de sa toxicité mais une série d’étude a permis de confirmer son

efficacité dans cette population de patients (104, 106-108).

(2)  Les immunomodulateurs (IMIDs)

Le thalidomide est un agent immunomodulateur avec un mécanisme d’action complexe.
Il inhibe I'angiogenése, la croissance des cellules tumorales et il rehausse I'immunité a
meédiation cellulaire. La pharmacocinétique du thalidomide n’est pas modifiée par I'IR
(209). Il a été rapporté quelques cas d’hyperkaliémie fatale chez des patients MM avec
IR traités avec des doses de 100 - 400 mg (110) mais cette toxicité n’a pas été
confirmée dans des études ultérieures (111, 112). En ce qui concerne son efficacité, en

association avec des corticoides, il permet d’obtenir de meilleurs taux de réponse rénale
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comparativement aux chimiothérapies classiques (80, 113). En revanche, les résultats
sont moins bons qu’avec le bortezomib (80).

Contrairement au thalidomide, le lenalidomide est majoritairement excrété au niveau
rénal. Son utilisation au cours de I'IR est donc délicate car méme s’il n'est pas
néphrotoxique, son accumulation potentialise sa toxicité extra-rénale en particulier
myelosuppressive. En conséquence, I'IR a longtemps été considérée comme un critere
d’exclusion de la plupart des études cliniques incluant une branche Iénalidomide et il
existe peu de données sur son efficacité pour cette catégorie de patients (114). Malgré
cela, il a été montré qu’en ajustant les doses, le |énalidomide pouvait étre utilisé avec
une bonne sécurité et efficacité chez ces patients (115). Aprés adaptation des doses, le
Iénalidomide n’est pas inférieur en termes de pourcentage de réponse rénale par
rapport au thalidomide chez des patients avec une atteinte rénale et un MM
nouvellement diagnostiqué (80). En revanche, comme le thalidomide, il est moins
efficace que le bortezomib.

Un IMID d’introduction plus récente semble également avoir une bonne efficacité chez
les patients avec une atteinte rénale modérée : le pomalidomide (116). Ce dernier est
métabolisé a 98 % avant son élimination rénale et ne nécessite pas d’adaptation des

doses chez les patients avec une clairance de la créatinine supérieure a 45 mL/min.

(3) Inhibiteurs du protéasome

Le bortezomib en est le chef de file. En plus de son rdle d’inhibiteur du protéasome, le
bortezomib a aussi une action inhibitrice sur la voie NF-kB. Son utilisation dans la TM
est donc d’autant plus intéressante qu’en plus de son action anti-myélomateuse, il agit

directement sur la physiopathologie de la maladie (voir partie physiopathologie). Il est
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dépourvu de toxicité rénale et peut étre utilisé sans adaptation de dose, méme chez les
patients en dialyse, avec une efficacité comparable. Ses effets secondaires sont
principalement des troubles digestifs, des thrombocytopénies et des atteintes du
systéme nerveux periphérique.

Le bortezomib est efficace en association avec le melphalan et la prednisone (VMD) en
particulier dans les MM avec une atteinte rénale faible a modérée (100). L’association
bortezomib-prednisone a permis une amélioration des taux de réponse rénale par
rapport au VAD en traitement d’induction suivi ou non par une transplantation (113,
117). Par rapport aux IMIDs, le bortezomib permet I'obtention d’un taux de réponse
rénale compléte plus important et dans un délai plus court que le Iénalidomide ou le
thalidomide (80). Actuellement, le bortezomib, en injection sous cutanée, associé a la
dexaméthasone haute dose est recommandé en premiere ligne pour le traitement des
patients avec un MM et une IR. En vue d’'une autogreffe, il peut étre combiné avec le
cyclophosphamide ou bien le thalidomide. Chez les patients inéligibles a la greffe, il peut
étre associé au melphalan et a la prednisone (115)

Le carfilzomib est un autre inhibiteur du protéasome qui peut étre administré sans
adaptation des doses chez les patients avec un MM et une atteinte rénale (118). Dans
une étude de phase lll, chez des patients avec une clairance supérieure a 15 mL/min, le
traitement combiné carfilzomib + dexaméthasone améliore la survie sans progression
par rapport au bortezomib + dexaméthasone (119).

A noter l'introduction récente de I'ixazomib, un inhibiteur du protéasome administré par
voie orale. Si ce dernier semble pouvoir étre administré avec sécurité chez les patients

avec une atteinte rénale modeérée, les données sur son efficacité sont peu nombreuses.
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b)  Traitements d’épuration des chaines légéres

(1) Plasmaphérése

En théorie, 'association de la plasmaphérése avec les chimiothérapies cytoréductrices
est séduisante pour le traitement de la TM. En effet, il s’agit d’'une méthode efficace pour
éliminer les CL lors des phases aigués en attendant les effets de la chimiothérapie a
plus long terme. En pratique, les résultats sont controversés. Une des premieres séries
s’intéressant a cette question a montré que I'ajout de la plasmaphérése a un traitement
par corticoide et cyclophosphamide permettait d’obtenir des taux de réponses rénales
significativement plus importants a 2 mois (120). Cependant, une étude ultérieure ne
retrouvait pas de gain significatif en termes de survie ou de réponse rénale du traitement
associé a la plasmaphérése (66). Par la suite, deux études contrblées, randomisées
portant sur respectivement 58 et 79 patients séparés en deux groupes « chimiothérapies
seules » (Melphalan prednisone ou VAD) vs « chimiothérapies et plasmaphérese » n'ont
pas non plus permis de retrouver de bénéfice de la stratégie avec plasmaphérése (121,
122).

Récemment, une correspondance dans le NEJM a propos de 14 cas de patients ayant
tres bien répondu a un traitement par plasmaphérése en association avec le bortezomib

a relanceé l'intérét autour de cette technique (123).

(2)  High Cut Off Dialysis

Les techniques de dialyse permettent une clairance efficace des solutés de petite taille
mais le rendement est moindre pour ceux de grande taille. L’introduction de

membranes de plus haute perméabilité a amélioré I'élimination des composés de plus
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forte masse moléculaire (124). Récemment, il a été introduit des membranes de
nouvelles générations, désignées sous I'appellation « high cut off dialysis » (HCO),
dotées de pores d’environ 10 nm (2 - 3 fois plus grand que ceux présents dans les
membranes de haute perméabilité) ce qui leur conférent un coefficient de perméabilité
autour de 45 - 50 kDa (proche de celui des glomérules ~ 65kDa). Ces membranes HCO
permettent d’épurer le sang des CL (125). Plusieurs études rétrospectives et
prospectives ont montré que cette technique, en association avec la chimiothérapie, est
associée a une diminution rapide des CL et un sevrage de la dialyse dans 63 - 76 % des
cas (25, 126). Toutefois, ces bons résultats sont & mettre en perspective avec ceux
obtenus avec les nouveaux traitements (et notamment le bortezomib) qui permettent
d’obtenir des pourcentages de réponse rénale similaire (80). Récemment une étude
rétrospective retrouvait une amélioration significative de la réponse rénale dans le
groupe dialyse avec membrane HCO vs dialyse standard mais avec une répartition des
traitements de derniére génération déséquilibrée entre les groupes (127). Deux grandes
études randomisées et multicentriques (EULITE et MYRE) ont été conduites en Europe
pour évaluer I'association « bortezomib et dialyse HCO » vs « bortezomib et dialyse
standard ». Les premiers résultats de ces deux études sont controversés : EULITE n’a
pas mis en évidence de différence du pourcentage de réponse rénale entre les deux
groupes avec un nombre plus important de complications infectieuses dans le groupe
HCO (Cockwell et al., données non publiées) alors que I'étude MYRE retrouve un taux

de réponse rénale significativement plus important dans ce groupe (128).
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(3)  Autres méthodes

D’autres méthodes d’épuration des CL ont été proposées, notamment certaines
techniques spécifiques d’hémodiafiltration (129) (130) mais elles ne sont pas utilisées en

pratique clinique.

c)  Traitements symptomatiques

Les mesures de néphroprotection des patients atteints de TM sont essentielles. En effet,
la correction de la volémie, I'éviction des médicaments néphrotoxiques (en particulier
AINS, IEC), la correction de I'hypercalcémie et la prise en charge rapide des infections
sont non seulement nécessaires pour éviter I'apparition de Iésions rénales surajoutées
mais aussi pour éviter d’entretenir la formation des cylindres. De méme les diurétiques
de I'anse doivent étre proscrits car en augmentant la concentration intraluminale de
sodium ils diminuent la solubilité de la PTH (14). L’hydratation doit étre suffisante avec
un objectif de diurése supérieure a 3 litres par jour (131). Il N’y a pas d’études cliniques
qui prouve le bénéfice de I'alcalinisation des urines au cours de la TM méme si certaines
expériences in vitro indiquent que le pH urinaire influence I'agrégation de la protéine

PTH et des CL (14).
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C. Amylose AL

1. Définition et historique

a) Définition
Les amyloses sont un groupe de maladies conformationnelles aboutissant a la
précipitation d’'une protéine instable sous forme de fibrilles insolubles dans les tissus. |l
a été décrit une trentaine de protéines amyloidogenes correspondant a autant de types

différents d’amylose. Lorsque la protéine précurseur a l'origine des dépbts est une CL

monoclonale on parle d’amylose a chaine Iégére (Amylose AL).

b)  Découverte de I’amylose

Plusieurs descriptions macroscopiques d’organes avec un aspect « lardacé » ou
« cireux » évoquant une localisation d’amylose ont été rapporté durant les XVlle et
XVllle siécles notamment par Nicolaus Fontanus (1659) et Antoine Portal (1789) (132).
Le terme «amyloid » a été introduit en 1849 par le botaniste allemand Matthias
Schleiden pour désigner un constituant naturel des plantes. Ce terme fut reprit dans le
domaine médicale pour la premiére fois, en 1854, par le médecin allemand Rudolph
Virchow pour désigner les propriétés tinctoriales, proches de celles de la cellulose, des
corps amylacés dans le cerveau aprés application d’iode et d’acide sulfurique. Bien que
ces corps amylacés n’appartiennent pas au spectre actuel des lésions d’amylose,
I'utilisation de ce terme a perduré d’autant que Virchow a décrit, dans la foulée de ces
premieres observations erronées, des véritables cas d’amylose systémique. P. Schwartz

fit d’ailleurs remarquer que Virchow, tel Christophe Colomb qui chercha les Indes et

43



découvrit 'Amérique, chercha de la cellulose et découvrit un autre domaine de la

médecine, 'amylose (133).

c)  Découverte de I’amylose AL

Les premier cas d’amylose chez un patient avec MM furent publiés par Adams et par
Weber en 1867 (132). Dés 1931, Magnus Levy suggéra que la protéine de Bence Jones
était a l'origine de I'amylose chez les patients avec un MM (134). Il fallut toutefois
attendre 1971 et lintroduction de techniques d’extraction des protéines a partir des
dépbts d’amylose pour le prouver. Grace a cette technique, I'équipe de Glenner parvint
a montrer la similitude entre la séquence d’acides aminés des fibrilles d’amylose et celle
de la séquence variable des CL (135). Ces données furent confirmées par la suite (136,
137) et notamment par I'étude de Klafki et al. qui montre la similitude de séquence entre
la protéine de BJ d’'un patient MM et celle de la protéine contenue dans ses dépdts

d’amylose (138).

2. Physiopathologie de I’'amylose AL

a) Structure et constitution des dépdts

Il a rapidement été suggéré que tous les types d’amylose partageaient une méme
structure interne. La ME en a apporté la preuve en montrant que les dépbts d’amylose
étaient constitués de fibrilles allongées et non cohésives (139). Quelques années plus
tard, Eaenes et Glenner ont montré, a I'aide de techniques de diffraction des rayons X,
que ces fibrilles contenaient des protéines organisées en feuillets B plissés (140)

(Figure 7).
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Depuis quelques années l'étude de la structure des dépbts amyloides a connu des
avanceées remarquables liees a l'introduction de nouvelles techniques d'études comme
la résonance magnétique nucléaire (RMN) et la radiocristallographie protéinique de haut
rendement (141). Celles-ci permettent d’étudier les dépbts a un niveau moléculaire et
méme atomique (142). Ces analyses de haute résolution ont permis d’identifier des
différences dans l'organisation des dépbts entre les différents types d’amylose (141).
Les progrées dans ce domaine permettront probablement d’avancer dans nos
connaissances sur la physiopathologie de la maladie et sur les mécanismes de
'amyloidogenese.

Si 'amylose AL est principalement constituée de CL monoclonale, d’autres éléments
sont retrouvés en proportion variable dans les dépbts. Il s’agit de protéoglycanes (143),
de glycosaminoglycanes (144) et du composant amyloide P (SAP) (145). Ce dernier est
présent dans tous les types d’amylose (145) et joue un rdle dans la formation et la
stabilité des dépdts (146). L’'importance de cette protéine dans la formation de 'amylose
a été illustrée dans un modéle murin d’amylose chez des souris inactivées pour le géne
codant la SAP (147). Chez ces souris KO la formation de I'amylose était retardée par
rapport aux souris sauvages. Ces observations ont abouti au développement d’études

thérapeutiques ciblant la SAP pour le traitement de 'amylose.
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Figure 7 : Structure des dépats d’amylose, adaptée de Mahmood et al. 2014 (148)

b)  Roéle de la chaine légére

Toutes les CL ne sont pas amyloidogénes. Seul 10 - 15 pourcent des patients avec un
MM (149) développeront une amylose AL et cette proportion est moindre chez les
patients avec une MGUS (150). Contrairement a la TM, il n'y a pas d’association entre le
titre de CL circulantes et I'apparition de la maladie. Les propriétés intrinséques de la CL
sont donc les seuls déterminants du développement de I'amylose AL. L’isotype A est
une des caractéristiques associées a une plus forte amyloidogénicité de la CL (151).
Afin de préciser les autres spécificités des CL dans I'amylose AL, I'étude de Bellotti et al.

a comparé les caractéristiques physico-chimiques des CL issues de patients avec une
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amylose AL par rapport a celles de patients avec MM. lls ont montré qu’au cours de
'amylose, les CL ont un point isoélectrique plus faible et que la proportion de CL avec
un bas poids moléculaire est plus importante que dans le MM.

Quelques années plus tard, la technique de séquencage des CL a permis d’apporter de
nouveaux résultats. En particulier, il a été décrit une restriction du répertoire des génes
codant pour la partie variable de la CL-A dans 'amylose AL (152-154). Dans une série
de 55 cas d’amylose AL, les génes appartenant aux familles germinales LV3 et LV6
rendaient compte de 42 % des régions variables de la CL A (152). Une étude récente a
montré que 50 % du répertoire des CL dans 'amylose AL est constitué pour la chaine A
des génes LV6-57, LV3-01 et LV2-14 (155).

En ce qui concerne les amyloses AL-k, les données sont moins claires : certains auteurs
retrouvent une surreprésentation des familles de géenes germinales KV1 et KV3 (156)
alors que d’autres rapportent une sous représentation des familles de genes KV2 et KV3
(155).

Au-dela de son intérét physiopathologique, le séquencage de la CL peut apporter des
renseignements cliniques. Certains génes sont ainsi associés a un tropisme particulier
de 'amylose AL : par exemple le géne LV6-57 avec I'atteinte rénale, le géne LV3-1 avec
I'atteinte des tissus mous, les génes de la famille LV2 avec l'atteinte cardiaque et le
géne LV2-14 avec l'atteinte des nerfs périphériques. Lorsque I'amylose est le fait d’'une
CL-k, l'atteinte hépatique est plus fréquente que pour les CL-A en particulier si la CL est
codée par le géne KV1-33. (152, 155-157).

Le séquencage a aussi été effectué au niveau protéique afin de déterminer s'’il était
possible d’identifier des positions de certains acides aminés ou des modifications post

traductionnelles spécifiques de la région variable des CL de 'amylose AL. Avec cette
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meéthode, il a été montré I'existence d’une substitution récurrente de certains acides
aminées dans I'amylose AL-k a l'origine d’'une glycosylation altérée de la CL-k (158).
Ces résultats valident la faisabilité de cette approche mais a I'heure actuelle les
conclusions restent limitées en particulier pour la CL-A. Ceci pourrait changer avec la
mise en place de banques, librement accessibles aux chercheurs, créées dans l'optique
de recenser un maximum de séquences de CL afin d’augmenter la puissance de ce type

d’études (159).

c) Role de la protéolyse

L’analyse des fibrilles grace a la méthode de purification protéique des dépoéts
d’amylose développée par M. Pras montre que le domaine variable des CL en est le
principal constituant (160). L'absence du domaine constant dans la composition des
fibrilles suggére un réle de la protéolyse dans la physiopathologie de I'amylose AL.
Bellotti et al. a ainsi proposé que I'agrégation des CL débutait par la dé-dimérisation des
CL secondaire a la perte du fragment constant (161). Cette hypothese a été étayée par
plusieurs observations en particulier celles de Glenner et al. et de Linke et al. qui
montrerent que des dépdts amyloides pouvaient étre formés in vitro a partir de la
protéolyse des CL (162, 163). Ces résultats in vitro doivent toutefois étre interprétés
avec précaution car : cette technique permet d’obtenir des dépbts amyloides a partir de
n’importe quel CL (issues de patients avec une AL ou non), les fibrilles ainsi formées
sont de plus petite taille et les dépots sont composés exclusivement de CL alors qu’in
vivo on retrouve dans la grande majorité des cas de la SAP et des protéoglycanes

associés.
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D’autres observations sont en faveur d’'un lien entre protéolyse et formation de
'amylose. Par exemple, on retrouve souvent des macrophages a proximité de petits
dépbts d’amylose d’AL suggérant un lien de causalité entre les deux (164). Plus
récemment, il a été montré que les CL de patients AL induisaient une expression de
marqueurs macrophagiques par les cellules mésangiales. Ce changement est
spécifique de I'amylose AL glomérulaire (165). L’adaptation de ce phénotype qui
témoigne d'une activité protéolytique intense suggere que les cellules mésangiales

pourraient étre le lieu de formation de I'amylose glomérulaire (166).

d)  Toxicité de ’amylose AL

L’accumulation de dépbts d’amylose dans les tissus aboutit a des dysfonctions
d'organes a cause des contraintes mécaniques qu’il en résulte. Par exemple,
I'épaississement du myocarde peut conduire a des troubles de la contractilité cardiaque.
Cependant, la corrélation entre I'étendue des dépdts et la dysfonction d’organe n’est
pas parfaite dans I'amylose AL. En effet, pour une extension de dépbts équivalente,
lamylose AL entraine une atteinte cardiaque plus rapide et plus sévere
comparativement a une amylose sénile (167). En 2001, Liao et al. a montré que les CL
purifiées a partir de patients souffrant d'une amylose AL cardiaque étaient capables
d’induire une dysfonction diastolique indépendamment de la formation de dépbts (168).
Des expériences in vitro ont confirmé la toxicité directe des CL sur les cardiomyocytes
via I'activation de la voie p38/MAPK aboutissant a un stress oxydatif et a 'apoptose des
ces cellules (169-171).

La toxicité directe des CL dans les autres organes reste encore a étre démontrée méme

si elle est suggérée par certaines observations cliniques. Par exemple, les rémissions
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rapides des neuropathies périphériques a I'introduction du traitement qui sont en faveur

d’une toxicité non médiée par les dépbts (172).

3. Examen anatomopathologique

a) Diagnostic

En microscopie optique, 'amylose correspond a une substance amorphe de localisation
extracellulaire. Les dépbts sont éosinophiles sur la coloration de 'HES. La richesse en
mucopolysaccharides des dépbts damylose est a [lorigine dune réaction
métachromatique avec certaines colorations (méthyl violet, violet de Paris, crystal violet,
crazy violet, methyl green...). Avant l'introduction du Rouge Congo (RC), ces colorations
étaient frequemment utilisées pour la détection de 'amylose (Figure 8, A) (173, 174). La
thioflavine T est une autre coloration parfois utilisée pour la détection de I'amylose car
elle trés sensible lorsqu’elle est étudiée en IF (175). En effet, les molécules de ce
colorant se lient aux fibrilles amyloides et donnent aux dépots une fluorescence verte
(Figure 8, B). A I'heure actuelle, certaines de ces colorations sont encore utilisées en
raison de leur facilité de lecture dans des contextes particuliers. Par exemple le Bleu
alcian sulfaté pour la détection de I'amylose cardiaque (Figure 8, C) (176).

En 1922, la forte affinité du RC pour 'amylose fut rapportée pour la premiére fois par
Bennhold. Il colore en rouge brique les dépéts d’amylose (Figure 8, D). Ce colorant était
jusqu’alors utilisé dans [lindustrie textile. Son appellation découle d’ailleurs de
considérations « marketing » et n’a aucun rapport avec son origine géographique. En
1927, la biréfringence jaune-verte de 'amylose colorée par le RC en lumiére polarisée

fut découverte (Figure 8, E) (177). Cette biréfringence est trés spécifique de 'amylose et
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le RC s’imposa donc comme la coloration de référence pour le diagnostic de 'amylose.
La biréfringence est liée a la maniere dont les molécules du RC se déposent au niveau
des dépdts d’amylose : du fait de leur structure interne en feuillets B-plissées, le RC se
dépose de facon orientée le long des fibrilles (178). Le terme de biréfringence signifie
que les dépbts ainsi marqués sont capables de dévier la lumiere. Lorsque I'on utilise un
systeme pour polariser celle-ci, en placant le polariseur et le filtre en position croisée, si
la lumiere n’est pas déviée elle sera totalement éteinte par le filtre et invisible pour
I'observateur. En revanche, si la lumiéere traverse un milieu biréfringent alors la partie de
la lumiére déviée deviendra visible. C’est pourquoi ces dépdts apparaissent brillants en
lumiére polarisée. L’apparition d’'une couleur jaune-verte est plus complexe et découle
du fait que le RC va absorber certaines longueurs d’onde qui ne seront donc pas
déviées en méme temps que le reste du spectre lumineux.

La réalisation d’'un RC nécessite un contrble du pH et une épaisseur de coupe comprise
entre 4 et 8 um afin de détecter des dépbts de petite taille (179). Méme lorsque la
technique est parfaitement réalisée, certains points sont a connaitre pour l'interpréter
correctement. Comme nous l'avons précisé précédemment, seule la biréfringence
jaune-verte en lumiéere polarisée est spécifique du diagnostic. D’autres structures sont
marquées par le RC comme par exemple les limitantes élastiques des vaisseaux, les
granules des éosinophiles, les globules rouges, certains tissus fibreux et la colloide
dans la thyroide (180). Méme quand le RC est interprété par un pathologiste
expérimenté, la sensibilité n'est pas parfaite en particulier lorsque les dépbts sont de
petite taille. Ainsi, dans 'amylose AA pour laquelle il existe un anticorps performant pour
le marquage des dépbts, I'équipe de Linke et al. a montré que I'examen

immunohistochimique permettait de rattraper un nombre significatif de cas non vus avec
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le RC. Pour améliorer la sensibilité, la coloration du RC peut étre lue sous une lampe a
UV avec un filtre Texas red (Figure 8, F). Cette technique assez ancienne (181) a connu
un regain d’intérét depuis les années 2000 (180, 182). Elle permet d’améliorer la
sensibilité et de détecter des dépbts amyloides de petite taille. Dans 'amylose AA, avec
cette méthode de lecture, la sensibilité du RC est similaire a celle de
limmunohistochimie anti-SAA (183). Son utilisation a été validée dans le rein (182, 184)
et dans les aspirations de graisse abdominales mais des auteurs rapportent une moins
bonne efficacité dans d’autres sites biopsiques en particulier dans la peau (185). A noter
que 'immunohistochimie avec I'anticorps anti SAP peut aussi aider en cas de doutes
avec les colorations (Figure 8, G)

En ME, l'organisation des dépbdts amyloides sous forme de fibrilles de 7 & 12 nm de
diamétre disposées de maniére aléatoire permet de porter le diagnostic (Figure 8, H-I).
Avec cette technique, il est possible de détecter des dépbts de petite taille mais ce n'est
pas un outil de dépistage utilisable en routine. Au dela des problémes de co(t et de
temps, cela serait une approche peu rentable avec un risque important de faux positif lié
a la présence physiologique de structures fibrillaires en particulier dans le rein

(glomérules scléreux, cylindres protéiques etc...).
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Figure 8 : Localisation cardiaque de [’amylose. Les dépots sont colorés en violet sur la
coloration du methyl violet (A, grossissement x200), présentent une fluorescence verte avec la
coloration par la thioflavine T (B, grossissement x200) et sont de couleur vert d’eau sur la
coloration du bleu alcian sulfaté (C, grossissement x200) (images issues de Maleszewski et al.
2015 (186)). Sur la coloration du rouge Congo, ils sont de couleur rouge brique (D,
grossissement x400), présentent une biréfringence jaune-verte en lumiere polarisée (E,
grossissement x400) et sont brillants lorsque le rouge Congo est étudié a la lumiere UV (F,
grossissement x400). Les dépots sont marqués par l’anticorps anti-SAP (G, grossissement x400).
En microscopie électronique, on met en évidence l’organisation en fibrilles de 7 a 12 nm de

diamétre disposées de maniere aléatoire (H, grossissement x10.000 ; I, grossissement x 27800)
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b)  Précisions sur I’atteinte rénale

Contrairement a d’autres types d’amylose, 'amylose AL peut intéresser quasiment tous
les compartiments du rein avec un tropisme particulier pour les glomérules (187). Dans
une étude portant sur 407 biopsies rénales avec AL, on retrouvait la répartition des
dépdts suivante : présence d’'une atteinte glomérulaire dans 97 % des cas (Figure 9, A-
C), d’'une atteinte vasculaire dans 85 % des cas (Figure 9, D-F), d'une atteinte
interstitielle dans 58 % des cas et d’'une atteinte des membranes basales tubulaires
dans 8 % des cas (Figure 9, G-I) (188). L’atteinte glomérulaire peut étre diffuse (le plus
souvent (188, 189)) ou focale et peut intéresser le mésangium et/ou la MBG. Les dépots
mésangiaux sont parfois responsables de formations nodulaires semblables a ce que
I'on peut observer dans la glomérulosclérose diabétique ou la LCCD (Figure 9, J, fleche
verte). Certains auteurs, distinguent différents « pattern » de l'atteinte de la MBG:
parfois les dépdts d’amylose sont dits « en spicules » lorsque qu’ils sont disposés
perpendiculairement sur le versant externe de la MBG (Figure 9, K-L) alors que dans
d’autres cas ils sont intramuraux entrainant la formation d’'une néo-membrane basale
responsable d’un aspect en double contour (Figure 9, J, fleche rouge) (190). L’aspect
« en spicules » est fréquent au cours de 'amylose AL et pour certains auteurs il est le
témoin d’'une forme agressive d’atteinte rénale (190). Cette théorie est basée sur les
observations suivantes : lorsque cet aspect est présent, méme discrétement, les
patients ont une protéinurie abondante (191); il est souvent accompagné d’anomalies
marquées des podocytes avec fusion extensive et diffuse des pédicelles en ME; il n’y a
pas de néomembrane basale au sommet des spicules suggérant que la formation des

dépbts a été tres rapide (192) et enfin il a été rapporté quelques cas de régression
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clinigue associés a la disparition de cet aspect histologique malgré la persistance de
dépdts dans le mésangium (193, 194). Au contraire, les formes nodulaires et ou avec
double contours correspondraient plutdt a des formes traitées ou d’évolution

progressive.
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Figure 9 : Amylose AL glomérulaire sur la coloration du rouge Congo avec étude en lumiere
polarisée et en immunofluorescence (A-C, grossissement x500), vasculaire (D-F, grossissement
x500), et tubulo-interstitielle (G-1, grossissement x500). Atteinte glomérulaire d 'une amylose AL
avec double contours (fleche verte) et aspect nodulaire (fleche rouge) sur la coloration de Jones
(J, grossissement x500). Dépdts glomerulaires, subépithéliaux d’amylose AL avec aspect en
«spicules ou en flammeéche » sur la coloration de Jones (K, grossissement x1000). Aspect en
microscopie électronique (L, image issue du site de la National Kidney Foundation)
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c)  Typage de ’amylose

Le typage est un temps essentiel de la démarche diagnostique avec d’importantes

implications pour la prise en charge des patients. Les principales techniques sont

résumées dans le Tableau 8.

C’est une étape qui doit étre rigoureuse et qui ne doit pas reposer sur le seul contexte

clinique. Il a ainsi été démontré que le diagnostic d’'amylose AL pouvait étre porté avec

exces chez les patients avec une MGUS : presque 10 % de cas étiquetés amylose AL

étaient en réalité des cas d’amylose héréditaire et I'association a une MGUS était

fortuite. (195). Une connaissance des limites des techniques de routine et une meilleure

accessibilité des nouveaux outils permettront d’améliorer le typage a I'avenir.

Immunohistochimie Colt
Accessibilité

Immunofluorescence Colt
Accessibilité

Moins de bruit de fond qu'en IHC
Pas de masquage des épitopes

Microscopie Spécificité
Electronique
Pas de bruit de fond

Protéomique Ne nécessite pas de connaitre
la protéine a priori

Peu d'anticorps commerciaux
Masquage des épitopes
Important bruit de fond
Examen limité aux Acs testés

Peu d'anticorps commerciaux

Nécessité de tissu congelé
Examen limité aux Acs testés

Colt

Accessibilité
Temps technique
Peu d'anticorps commerciaux

Accessibilité
Temps technique

70

80-87

85

90-100

Tableau 8 : Comparaison des principales méthodes de typage
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(2) En immunohistochimie

Le typage de 'amylose par des méthodes immunohistochimiques sur des prélevements
inclus en paraffine a des limites assez importantes. Un premier obstacle est le peu
d’anticorps commerciaux disponibles en comparaison du nombre toujours croissant de
protéines amyloides décrites. Deuxiemement, méme lorsque des anticorps existent, ils
sont souvent spécifiques de la protéine native et celle-ci est parfois tres éloignée de
celle que l'on retrouve dans les dépbts du fait des importants changements
conformationnels. En particulier, dans le cas de l'amylose AL, les anticorps
commerciaux sont dirigés contre le domaine constant des CL or comme nous I'avons
discuté précédemment les dépdts contiennent principalement des fragments de
domaines variables. Enfin, il y a souvent un marquage non spécifique ou « bruit de
fond » assez important du fait de la présence de protéines sériques « piégées » au
moment de la fixation. Pour toutes ces raisons, I'utilisation d’anticorps commerciaux anti
CL en immunohistochimie ne permet d’aboutir a un diagnostic de certitude que dans 70
% des cas d’AL (179).

Malgré toutes ces limites, en pratique diagnostique, I'étude immunohistochimique est
souvent la seule option disponible et doit comprendre le panel minimum suivant :
anticorps anti-CL (k et A), anti-SAA, anti-transthyretine, anti-SAP et * anti-fibrinogene et
+ anti-B2-microglobuline (en fonction du contexte). Quelques astuces permettent de
réduire le bruit de fond comme par exemple I'utilisation d’anticorps polyclonaux dirigés
exclusivement contre les CL libres et ne fixant donc pas les immunoglobulines
complétes (196). L'utilisation d’anticorps « maison » requiert une plateforme dédiée

mais permet d’obtenir de trés bonne sensibilité et spécificité (183, 197). Enfin,
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I'utilisation de résines a la place de la paraffine pourrait €galement permettre d’améliorer

le typage des dépbts (198).

(2) En immunofluorescence

Lorsque du matériel congelé est disponible, le typage en IF doit étre préféré a
limmunohistochimie. En effet, la plupart des anticorps (en particulier ceux dirigés
contres les CL) fonctionnent mieux sur matériel congelé car il n’y a pas de masquage
des sites antigéniques lors de la fixation. De plus, le bruit de fond est moins fort car les
étapes de lavage permettent d’éliminer les protéines plasmatiques plus efficacement
(199). Le marquage anti-SAP fonctionne en immunofluorescence et peut étre utilisé
comme contréle positif. Malgré cela, cette technique reste limitée par les problemes liés
a la disponibilité et a la faible spécificité des anticorps vis-a-vis de la protéine amyloide.
Interprétée par des pathologistes expérimentés, I'étude en IF sur matériel congelé

permet un typage adéquat dans environ 87 % des cas (200).

(3) En microscopie électronique

L’utilisation d’anticorps couplés a des billes d’or permet de visualiser en ME un signal
électron dense en cas de fixation de I'anticorps. Cette méthode de marquage appelée
« immunogold » peut étre utilisée pour le typage des dépbts d’amylose. |l est rapporté
une sensibilité de l'ordre de 80 % et une spécificité proche de 100 % avec cette
technique (201). Elle est réalisable sur tissu inclus en paraffine, bien que de moins
bonne qualité, a partir du moment ou la durée de la fixation formolée a été bien

contrblée (202). Cette technique est actuellement réservée a quelques centres
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spécialisés et aux cas difficiles car elle est couteuse, chronophage et assez lourde a

mettre en place sur le plan technique.

(4) Techniques protéomiques

Devant les difficultés inhérentes au typage de I'amylose avec les méthodes
d'immunohistochimie et d’'IF, des techniques alternatives reposant sur I'extraction des
protéines a partir des tissus frais ou inclus en paraffine ont été développées (203-205).
Si des premiers résultats avaient été obtenus en Western Blot ou en chromatographie
liquide, lintroduction de la spectrométrie de masse pour l'analyse des protéines
constitutives des dépdts d’amylose (206, 207) a été une véritable révolution. D’autant
plus que de nouvelles techniques d’enrichissement telle que la microdissection laser et
'amélioration des techniques de chromatographie en phase liquide ont permis de
s’affranchir des problémes liés a la faible abondance des dépdts. Grace a ces
avanceées, la protéomique s’est imposée comme le gold standard pour le typage de
'amylose (208, 209). La sensibilité et la spécificité de cette méthode sont de I'ordre de
98 % (210). Comparativement a l'immunohistochimie, I'analyse protéomique est
concordante avec cette derniere dans 100 % des cas et permet d’aboutir au typage
dans 94 % des cas contre 76 % avec 'immunohistochimie seule (211).

Surtout, I'analyse protéomique a I'immense avantage de permettre la détection de tous
les types d’amylose y compris les plus rares, voire méme d’en découvrir de nouveaux.
Son utilisation a d’ailleurs permis d’agrandir le spectre des amyloses et de mettre en
évidence que certains types d’amylose étaient plus fréquents qu’escompté (212).

Bien entendu, elle n’est pas exempte de défauts et certaines limites sont communes

avec le typage conventionnel (présence de protéines plasmatiques, protéines amyloides
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dénaturées par rapport aux protéines natives) (213). De plus, sa mise en place est
onéreuse et le fonctionnement de la plateforme nécessite un personnel spécialise, si
bien qu’actuellement en France il est parfois difficile d’en bénéficier. Malgré cela, il est
probable que son utilisation va se généraliser et aux Etats Unis c’est d’ailleurs la seule
technique de protéomique ayant recu une autorisation favorable pour un usage en
routine (208). Enfin, signalons que d’autres techniques sont en cours de développement
notamment la désorption/ionisation par laser assistée par matrice (MALDI) couplée a
'imagerie par spectrométrie de masse (IMS) qui permettra d’obtenir une cartographie

des protéines contenues dans un tissu sans le dénaturer (214, 215).

d)  Site biopsique

Le diagnostic de I'amylose AL systémique et son typage requiérent un prélevement
histologique. Si la biopsie de l'organe atteint est le plus souvent rentable, il est
actuellement recommandé de débuter par des biopsies de sites dont I'exploration est
aisée. Plusieurs études ont montré que les prélevements de graisse abdominale
(aspiration ou biopsie), la biopsie de glandes salivaires accessoires (BGSA), la biopsie
ostéo-médullaire (BOM) et les biopsies de la sphere gastro-intestinale avaient toutes
une trés bonne sensibilité pour le diagnostic d'amylose AL avec peu de complications
(216, 217).

Initialement, la biopsie rectale a été recommandée pour le diagnostic de 'amylose AL
systémique avec une sensibilité d’environ 80 % (218) puis remplacée au début des
années 1970 par le prélevement de graisse abdominale moins invasif. Cette technique
permet d’aboutir au diagnostic dans 57 - 72 % (219, 220). Sa sensibilité peut étre

améliorée par la réalisation de plusieurs lames (221, 222). D’autres auteurs
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recommandent la réalisation d’'une biopsie au scalpel ou au punch de 3 mm a la place
de I'aspiration (223) avec des sensibilités rapportées autour de 73 % (224). Les facteurs
associés a la rentabilité du prélevement de graisse abdominale ont été étudiés. Lorsque
'amylose AL survient dans un contexte de faible masse tumorale, les aspirations de
graisse abdominale sont moins rentables (222, 225). Le sexe masculin et l'isotype «
sont aussi predictifs d’'une aspiration négative. Au contraire, la présence d’'une amylose
cardiaque est plus souvent associée a une aspiration positive (217).

La BGSA est une autre technique fréquemment utilisée pour le dépistage de 'amylose
AL dans la littérature (226). Sa sensibilité est comprise entre 80 et 89 % (227-229).

En ce qui concerne la BOM, la sensibilité est Iégérement inférieure, comprise entre 55 et
70 % (216, 217, 230).

D’autres sites ont été proposés comme par exemple les biopsies gingivales, de peau
avec des résultats contrastés bien que certains auteurs retrouvent de trées bonne
sensibilité avec la biopsie de peau (231).

Actuellement, il n'y pas de recommandations en faveur de l'un ou l'autre de ces
prélevements et il est d'usage d’en associer plusieurs afin d’améliorer la sensibilité.
Ainsi, sur une série de plus de 600 cas d’amylose AL, il a été montré que débuter par
'association d’'une aspiration de graisse abdominale et d'une BOM permettait d’éviter la

biopsie d’un organe solide dans 89 % des cas (217).

4. Epidémiologie

Il n'existe pas de données en Europe sur l'incidence de I'amylose AL. On considére a
défaut qu'elle doit étre proche de celle aux Etats Unis qui est stable aux alentours de 9

cas par million d'habitants par an (232). Dans les pays développés, c'est le type
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d'amylose le plus fréquent depuis la diminution de l'incidence de lI'amylose AA suite a la
meilleure prise en charge des maladies inflammatoires chroniques (233). On estime que
l'incidence de I'amylose AL est 5 & 10 fois inférieure a celle du MM (234). Environ 10 a
15 % des patients atteints de MM ont une amylose AL et cette fréquence est plus
proche de 20 % si I'on ne considére que les myélomes a CL (235-237). En revanche,
les patients avec un amylose AL ont peu de chances de développer un MM. Ainsi, sur
une série de 1596 patients avec une AL, 6 patients seulement ont développés un MM
au cours du suivi de leur maladie (236). A noter que l'amylose AL peut également
survenir dans le cadre d'une autre hémopathie telle qu'une maladie de Waldenstrom

(238) ou d’autre lymphome (239).

5. Atteintes d’organes au cours de ’'amylose AL

Les patients sont en majorité agés de plus 50 ans avec une légere prédominance
masculine. Des critéres consensuels définissant les différentes atteintes d’organes ont
été publiés en 2005 (240) et mis a jour en 2010 (241). lls sont présentés dans le

Tableau 9.
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Rein Protéinurie des 24h > 0,5 g/j a prédominance d'albumine

Coeur NT-proBNP > 332 ng/l (en I'absence d'insuffisance rénale et de
fibrillation auriculaire)

ou épaisseur moyenne du myocarde en diastole > 12 mm
sans autre cause de souffrance cardiaque

Foie Fleche hépatique > 15 cm en I'absence de défaillance cardiaque

ou phosphatases alcalines > 1,5 fois limite supérieure

Nerf Périphérique: Neuropathie périphérique sensitivomotrice,
symétrique, des extrémités inférieures

Autonome: Trouble de la vidange gastrique et vésicale,
pseudo-obstruction

Sphére Gastro-intestinale Confirmation biopsique + atteintes cliniques (diarrhées, consti-
pation, saignements occultes...)

Poumon Confirmation biopsique + atteintes cliniques

Pneumopathie interstitielle en imagerie

Tissus Mous Macroglossie, arthropathies, syndrome du canal carpien, Iésions
cutanées, adénopathies, myopathie (pseudohypertrophie ou
preuve histologique), claudication.

Tableau 9 : Criteres définissant les principales atteintes d’organe au cours de [’amylose AL

d’apres Gertz et al, 2005 (240, 241)
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a)  Atteinte rénale

Le rein est 'organe le plus souvent atteint au cours de 'amylose AL avec une fréquence
proche de 70 % (187). L’amylose AL représente 80 - 86 % des cas d’amylose rénale
aux Etats-Unis (188, 242) et 53 % en Europe (243). Si l'atteinte rénale n’est pas
présente au diagnostic, elle ne survient que dans 2 % des cas au cours de I'évolution de
la maladie (244). L’atteinte rénale se manifeste dans la majorité des cas par une
protéinurie supérieure a 1 g/24 h a prédominance d’albumine (245, 246). Un syndrome
néphrotique complet est retrouvé dans 40 % des cas (247). Comparativement aux
autres types d’amylose, I'amylose AL est associée a une protéinurie plus élevée et a un
degré moindre de dysfonction rénale au moment du diagnostic (188). Lorsque I'amylose
AL touche principalement le compartiment tubulo-interstitiel, I'atteinte rénale est plus
lentement progressive et la protéinurie moindre. Enfin, lorsque les dépdts vasculaires
sont au premier plan, la présence d’une hypertension associée n’est pas rare (187).
L’augmentation de la taille des reins en échographie est classique mais elle n'est pas

retrouvée de fagon constante (248).

b)  Atteinte Cardiaque

En raison de son pronostic effroyable, elle doit étre systématiquement recherchée.
L’amylose AL entraine le plus souvent une cardiopathie restrictive mais elle peut étre
révélée par des troubles de la conduction, du rythme ou méme par un syndrome
coronarien.

L’électrocardiogramme (ECG) peut mettre en évidence un microvoltage dans les
dérivations inférieures ainsi qu’un aspect de pseudo infarctus. Cet aspect ECG est

assez spécifique de 'amylose AL et a une bonne valeur prédictive positive (249). Sur le
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plan biologique, les troponines cardiaques (I et T) et la NT-pro BNP sont des marqueurs
de souffrance myocardique dont I'élévation est bien corrélée a I'importance de I'atteinte
cardiaque (250, 251).

Sur le plan morphologique, I'échocardiographie permet de visualiser I'épaississement du
myocarde témoignant de son infiltration par les dépbts d’amylose. Cet examen n’est
sensible que pour les stades avanceés de la maladie (252, 253). L’hypertrophie intéresse
les parois ventriculaires mais elle n’est parfois visible qu'au niveau du septum
interventriculaire dans les formes précoces (254). L'examen Doppler est nécessaire
pour mettre en évidence la dysfonction diastolique qui survient alors que la fonction
systolique est conservée. Le myocarde a parfois un aspect scintillant ou granité mais ce
signe est peu spécifique (255).

L’imagerie en résonance magnétique (IRM) s’est imposée depuis quelques années
comme un moyen trés efficace pour I'évaluation de la cardiopathie amyloide. En
séquence T1 apres injection de gadolinium, elle permet de détecter un rehaussement
tardif de topographie sous endocardique ou transmural dont la sensibilté est tres élevée
(256).

Parmi les techniques d’avenir, citons l'analyse de la contractilité par les indices de
déformation (2D-strain) (257), le Doppler tissulaire (258) et les techniques de
scintigraphie (traceurs diphosphonates et SAP en particulier) qui devraient permettre

d’optimiser la détection et le suivi de 'amylose cardiaque.

0. Bilan hématologique

Des explorations hématologigues sont nécessaires pour caractériser la population

clonale responsable de l'amylose AL. Le bilan doit comprendre une exploration
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médullaire (myélogramme ou biopsie ostéo-médullaire), une électrophorése des
protéines sériques et urinaires et un dosage des CL sériques. L’électrophorése sera
contributive dans environ 73 % des cas (35). Le dosage sérique des CL est plus
sensible permettant de détecter une anomalie dans 90 % des cas (259). Il est important
de souligner que dans de tres rares cas le bilan hématologique ne permet pas de
détecter de gammapathie monoclonale ; cependant, dans ces situations, des techniques
plus sensibles peuvent mettre en évidence la prolifération monoclonale au niveau
médullaire (260, 261).

Il faut rappeler que la détection d’'une gammapathie monoclonale ne permet pas de se
passer du typage histologique des dépbts car, étant donné la fréquence des MGUS
dans la population, la possibilité d’'une association fortuite n’est pas négligeable et peut

conduire a des erreurs diagnostiques (cf typage) (195).

1. Facteurs pronostigues

Le pronostic de I'amylose AL est trées sombre. Chez les patients non traités, 'amylose
AL évolue vers le décés avec une médiane de survie de 13 mois (262). Cependant, les
traitements actuels ont permis une amélioration significative du pronostic avec des

survies pouvant atteindre plus de 5 ans.

a)  Atteintes d’organes

Le pronostic de 'amylose AL dépend du nombre d'organes atteints mais aussi et surtout
du type d'organe atteint. L’atteinte cardiaque, en particulier, est associée a une survie
médiane catastrophique de 6 mois chez les patients non traités (245). C’est pourquoi,

les biomarqueurs de l'atteinte cardiaque (la BNP, la NT-proBNP et les troponines
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cardiaques) sont des facteurs prédictifs majeurs de la survie globale (251, 263). Un
score basé sur les valeurs de la NT-proBNP et des troponines cardiaques a été proposé
par la Mayo Clinic pour séparer les patients souffrant d'amylose AL en 3 catégories
pronostiques (263).

D’autres localisations de I'amylose AL comme le rein, le foie et le systéme nerveux

autonome sont aussi associées a un plus mauvais pronostic (264).

b) Réponse au traitement

La valeur du dosage sérique de la CL monoclonale libre a laquelle I'on soustrait celle de
l'autre CL (dCL) est un autre facteur pronostique significativement associé a la survie
des patients (265). La valeur de ce différentiel a d’ailleurs été incorporée dans la
derniére révision du score de la Mayo Clinic en association avec les biomarqueurs
cardiaques (266). Le dosage des CL sériques est essentiel pour le suivi de la réponse
au traitement (267). Il doit étre répété apres chaque cycle de chimiothérapie. En
'absence d’une réduction de plus de 50 % de la dCL sous traitement, le pronostic est
sombre (259). Comme pour le MM, on distingue différents niveaux de réponse
hématologique : la réponse complete définie par un ratio de CL normal, une exploration
meédullaire normale et une absence de composant monoclonal ; la trées bonne réponse
partielle définie par une réduction de la dCL < 40 mg/L et la réponse partielle définie par

une diminution de la dCL de plus de 50 % (268).

C) Cytogénétique

Dans I'amylose AL, les anomalies cytogénétiques sont fréquentes et la plupart sont

communes avec celles décrites dans le MM et dans les MGUS (269, 270). Ces
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similitudes suggeéerent des événements pathogéniques communs a cet ensemble de
maladies. En revanche, la distribution difféere avec notamment une plus grande
fréquence de la translocation t(11;14) et un moindre occurrence de I'’hyperdiploidie ainsi
gue de certaines anomalies a un haut risque t(4;14), t(14;16) et del(17pl13) dans
'amylose AL comparativement au MM (271).

En ce qui concerne I'impact pronostique de ces anomalies dans I'amylose AL, la
présence d’une translocation t(11 ;14) est dans I'ensemble associée a une moins bonne
survie en particulier en cas d’infiltration plasmocytaire médullaire inférieure a 10 % (269,
271). Ce résultat contraste avec ce qui est connu dans le MM. L’étude de Bochtler et al.
suggere que limpact pronostique de cette translocation au cours de I'amylose AL
dépend en réalité du traitement. Ainsi, dans une série de patients sélectionnés pour
bénéficier d’'un traitement par melphalan haute dose et autogreffe, la présence de la t(11
;14) était associée a un meilleur pronostic (272) alors que chez des patients inéligibles a
'autogreffe et traités par bortezomib—cyclophosphamide-dexaméthasone, la présence
d’une t(11;14) avait un impact défavorable (273).

Pour les autres anomalies cytogénétiques, les résultats sont semblables a ce qui est
observé dans le MM notamment pour les anomalies t(4;14), t(14;16), ou del(17p13) qui

sont associées a une moins bonne survie (274).

8. Traitements

La démarche thérapeutique doit combiner deux types de traitements : un traitement
étiologique pour éliminer le clone monoclonal a l'origine de la maladie et un traitement

symptomatique des différentes atteintes d’organes.
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a)  Traitements étiologiques

(1)  Chimiothérapies classiques

L’association melphalan-prednisone a d’abord été utilisée dans I'amylose AL pour la
prise en charge des patients les moins graves et sans atteinte cardiaque (216, 262, 275,
276). Mais ce traitement est peu satisfaisant car la réponse hématologique est obtenue
avec un délai trop long (9 - 12 mois) comparativement a I'espérance de vie des
malades. L’introduction de « pulse » de hautes doses de dexaméthasone a la place de
la prednisone en association avec le melphalan (MDex) par voie orale a permis d’obtenir
67 % de réponses hématologiques partielles ou completes en seulement 4-5 mois mais
au prix d’'une toxicité accrue (277). L'efficacité de ce traitement a été confirmée par
d’autres équipes (278) avec des bons résultats a long terme et avec une toxicité qui
reste acceptable (279). Malheureusement, les patients avec une atteinte cardiaque
sévere en particulier ceux avec une NT-proBNP > 8500 - 9500 bénéficient moins de
cette stratégie thérapeutique et dans cette catégorie la survie médiane sous traitement

n’est que de 17 mois (280).

(2)  Autogreffe

L’autogreffe de cellules souches périphériques aprés traitement d’induction par
melphalan haute dose est un traitement efficace de 'amylose AL permettant d’obtenir
une réponse hématologigue dans 65 % des cas avec une trés bonne efficacité a long
terme (172, 281). Toutefois ce traitement s’accompagne d’une toxicité importante chez
ces patients trés fragiles. Ainsi la mortalité liée au traitement (TRM) est de I'ordre de 11

% dans I'amylose AL alors qu’avec des modalités similaires elle est seulement de 1 %
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dans d’autres pathologies (par exemple dans le MM) (282). Cette thérapeutique est
donc réservée aux patients en bon état général et sans atteinte cardiaque grave (283).
Une étude randomisée contrélée francaise a comparé le MDex au traitement d’induction
couplé a l'autogreffe sans retrouver d’avantage du traitement intensif (278). Etant donné
la moindre morbi-mortalité dans le groupe MDex, l'autogreffe a été largement
abandonnée en premiere ligne de traitement en France.

Aux Etats Unis, en revanche, l'autogreffe de cellules souches est restée le gold standard
pour les patients avec une atteinte cardiaque Iégere a modérée car il a été jugé que les
résultats de I'étude francaise étaient liés a une mauvaise sélection des patients dans le
groupe autogreffe. La TRM dans le groupe de patients greffés était de 19 % ce qui
contraste nettement avec les valeurs retrouvées dans les derniéres études ameéricaines
qui sont autour de 4 & 7 % (284, 285). Depuis la polémique persiste et il n’y a pas eu de

consensus international en faveur de I'une ou l'autre des méthodes.

3) IMIDs

L’association du thalidomide avec le cyclophosphamide et la dexaméthasone n’est pas
inférieure au MDex avec, en plus, une réponse hématologique plus rapide (286). En
revanche, le thalidomide a une importante toxicité cardiaque restreignant son utilisation
aux classes | et Il de la Mayo et imposant de débuter avec des doses faibles.

En ce qui concerne le Iénalidomide, il a été essayé en premiére ligne en association
avec le melphalan et la dexaméthasone dans quelques études avec une bonne
efficacité (287, 288). Mais sa toxicité est exacerbée chez les patients avec une amylose

AL par rapport aux patients avec un MM ce qui oblige une diminution des doses (289).
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C’est malgré tout un traitement intéressant chez les patients réfractaires ou en rechute

d’autant plus qu'il est dépourvu de toxicité neurologique.

(4)  Inhibiteur du protéasome

Le bortezomib permet I'obtention d’'une réponse hématologique avec un délai court (1 -
2 mois) chez les patients avec une amylose AL en rechute ou réfractaire au traitement
(290, 291). En France, il est pour l'instant recommandé de I'ajouter au MDex chez les
patients avec une atteinte cardiaque légéere a modérée qui ne répondent pas assez
rapidement au traitement. Des études évaluent actuellement [l'efficacité de la
combinaison Bortezomib-MDex (ou BMDEX) en premiere ligne de traitement a la place
du MDex. Les premiers résultats par Kastritis et al. semblent indiquer que le BMDex va
devenir le nouveau standard en premiére ligne. En effet, 'association BMDex chez les
patients avec une atteinte cardiaque de stade de la Mayo |, Il et llla (avec NT proBNP <
8500) fait mieux que le MDex en terme de pourcentage de réponse hématologique, de
pourcentage de réponse compléte et, pour la premiére fois dans ce type d’étude, de
réponse cardiaque.

L’association cyclophosphamide, bortezomib et dexaméthasone est une autre
alternative thérapeutique efficace dans le traitement de 'amylose AL (292, 293). Cette
stratégie thérapeutique a une bonne efficacité en particulier chez les patients avec une
atteinte cardiaque stade Il de la Mayo (294). En France, pour cette catégorie de
patients, ce schéma thérapeutique est donc actuellement indiqué en premiere intention
méme s'il reste malheureusement peu efficace sur la catégorie de patients les plus

graves (Stade lllb, avec NT-proBNP > 8500) (295).
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Enfin, le bortezomib peut étre utilisé en association avec l'autogreffe de cellules souches
soit avant l'autogreffe (296) soit aprés comme traitement de consolidation (297). La
toxicité neurologique du bortezomib peut imposer son arrét lorsqu’elle est trop sévére
(75, 298). Les injections sous cutanées permettent de réduire cette toxicité sans
diminuer I'efficacité du traitement (299). Une autre limite a son utilisation est sa possible
toxicité cardiaque chez les patients avec le risque cardiaque le plus élevé (stade llIb)
méme si 'imputabilité de la dexaméthasone dans ces cas de mort subite est également

suspectée (294).

b)  Traitements symptomatiques

Les patients avec une AL ont souvent des défaillances viscérales multiples qui doivent
étre prises en charge au méme titre que '’hémopathie sous jacente. Nous détaillerons
rapidement les grands principes de prise en charge pour les atteintes les plus

fréquentes

(1)  Prise en charge néphrologique

La prise en charge du syndrome néphrotique nécessite de fortes doses de diurétiques et
une restriction hydrosodée ainsi que la mise en place de mesures de néphroprotection.
En cas d’IRT, le recours a la dialyse est possible et recommandé en particulier chez les
patients sans insuffisance cardiaque (246). En cas de réponse hématologique compléte

et durable une transplantation rénale pourra étre considérée par la suite.

(2)  Prise en charge cardiaque

Les diurétiques de l'anse sont a la base du traitement de linsuffisance cardiaque

congestive. Les autres médicaments traditionnellement utilisés dans [linsuffisance
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cardiaque sont soit contre-indiqués (inhibiteurs calciques) ou bien a risque d’effets
secondaires graves (bétabloquants, IEC) (244). Les digitaliques et 'amiodarone peuvent
étre utilisés pour la prise en charge de troubles du rythme mais les digitaliques sont
toxiques chez ces patients méme a dose faible. Le recours aux défibrillateurs
implantables chez les patients avec des troubles du rythme fréquent n’a pas fait la
preuve de son efficacité. Actuellement, la transplantation cardiaque est envisagée chez
les patients de moins de 65 ans, en rémission hématologique, avec une atteinte
cardiaque sévere. Elle pourrait étre discutée d’emblée pour les patients avec le plus fort
risque de mort subite cardiaque (stade 1lIB) chez lesquels il ne sera pas toujours

possible d’attendre I'obtention d’une réponse compleéte.

(3)  Prise en charge de I’hypotension orthostatique

La midodrine est le traitement le plus efficace pour la prise en charge de I'’hypotension
orthostatique. La fludrocortisone associée au port de bas de contention est une

alternative mais chez des patient sélectionnés car elle entraine rétention hydrosodée.

C) Traitements en cours de développement

De nouvelles drogues, issues de la recherche fondamentale, sont en cours d’essai
clinique. On citera en particulier I'anticorps monoclonal NEODOO1 dirigé contre les CL
contenues dans les fibrilles amyloides qui est actuellement en cours d’évaluation dans
une étude de phase l/ll et dont l'efficacité, chez quelques patients avec une atteinte
cardiaque et rénale, a été recemment rapportée (244, 300). Cet anticorps a I'avantage
d’étre efficace chez les patients qui répondent du point de vue hématologique mais qui

conservent une atteinte d’organe. Un autre anticorps monoclonal visant la SAP
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(GSK2398852) est en cours de phase |. En association a un chélateur de SAP
(GSK2315698) il semble bien toléré et associé a une diminution de l'atteinte cardiaque

et hépatique (301).

9. Suivi du traitement

Le traitement ayant le double objectif d’étre actif a la fois sur le clone tumoral et les
atteintes d'organes, son efficacité doit étre évaluée sur ces deux critéres.

Comme nous l'avons vu, le meilleur indicateur de la réponse hématologique est la
baisse de la dCL permettant de distinguer plusieurs niveaux de réponse hématologique
(279).

Pour suivre la régression de l'atteinte d'organe, des criteres consensuels ont été définis
pour chaque organe Tableau 10. A noter que la scintigraphie SAP permet un suivi
global de I'extension des dépbts et constitue donc une approche complémentaire aux
autres marqueurs biologiques qui ne refletent que I'évolution de la fonction des organes
atteints. Celle-ci n’est actuellement pas disponible en France.

Dans certains cas, la mise en place du traitement permet une amélioration clinique
extrémement rapide ce qui contraste avec la clairance des dépbts amyloides qui est
d’environ 3 - 4 mois dans le foie et de plusieurs années dans le myocarde (302). Ce
décalage traduit probablement I'importance de la toxicité directe de la CL en particulier

sur la fonction cardiaque (voir partie physiopathologie)
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Rein " Diminution > 50 % de la protéinurie / 24h

sans réduction = 25 % du DFG estimé ou d'augmentation de la
créatinine > 0,5 mg/dL

Coeur Diminution de I'épaisseur septale de plus de 2 mm
Amélioration de plus de 20 % de la fraction d'éjection
Amélioration de plus de 2 classes de la NYHA sans augmentation
des diurétiques
ou amélioration d'une classe NYHA avec une réduction de plus
de la moitié des besoins en diurétiques et sans augmentation
de I'épaisseur du myocarde

Réduction (=30 % ou > 300 ng/L) du taux de NT-proBNP

Foie Diminution de plus de 50 % du taux de phosphatase alcaline
Diminution d'au moins 2 cm de la taille du foie en imagerie

Nerf Amélioration de la conduction nerveuse sur I'E.M.G

Tableau 10 : Critéres de réponse pour les principaux organes d’aprés Gertz et al.2005 (240)
(mis a jour en 2010)



D. Association amylose AL et myélome multiple

Il est parfois difficile d’affirmer la présence d’'un MM associé a une amylose AL. En effet,
au cours de I'amylose AL, certains criteres CRAB (hypercalcémie, insuffisance rénale,
anémie et lésions lytiques osseuses) peuvent étre présents et la plasmocytose
médullaire est souvent supérieure a 10 %. Dans la littérature, on considere qu’il existe
un MM associé a I'amylose AL en cas de « présence d’'une plasmocytose médullaire
supérieure a 30 % et de lésions lytiques osseuses » (303). C’est a partir de cette
définition qu’il a été établi que I'amylose AL et le MM survenait conjointement dans
environ 15 % des cas.

Cependant, la recherche systématique de dépbts d’amylose chez les patients avec MM
suggére que la survenue d’'une amylose AL chez ces patients est plus fréquente et
oscille plutdét entre 20 et 35%. Lorsque ces dépdts ne sont pas associés a des
manifestations cliniques d’amylose AL, leur signification est incertaine (correspondant
au concept d' « amylose occulte »). Ces dépbts sont notamment retrouvés au niveau
médullaire et sur les aspirations de graisse abdominale. Sur des étalements
médullaires, ils sont rapportés chez 20 - 40 % des patients avec un MM (237, 304, 305).
Une proportion similaire est retrouvée en utilisant la technique d'aspiration de moelle
osseuse (qui permet d'obtenir un culot inclus en paraffine sans étape de décalcification)
(306). Ces valeurs contrastent avec la fréquence des dépobts sur les BOM de patients
MM qui est seulement de 1 - 10 % (237, 305, 307). Une explication possible est que
'étape de décalcification des BOM altére les dépdbts d'amylose (305). Dans les
aspirations de graisse abdominale réalisés systéematiquement chez des patients avec

MM, la fréquence des dépb6ts d'amylose AL est de l'ordre de 30 % (237, 308).
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Récemment, Chakraborty et al. ont rapporté I'évolution de 111 patients avec dépéts
« occultes » dans la moelle osseuse ou dans le tissu adipeux abdominal : seuls 3
d’entre eux ont présenté une amylose systémique au cours du suivi (2 avec MM, 1 avec
maladie de Waldenstrém) (309). L’interprétation de cette étude est cependant rendue
difficile par, premiérement, le fait que des patients avec amylose non-AL ont été inclus,
et, deuxiemement, par I'absence de définition claire de I'amylose systémique. La
signification pronostique de cette amylose « occulte » reste donc débattue dans la
littérature (237, 308).

Sur les biopsies rénales de patients souffrant de MM, la mise en évidence d'une
amylose AL parenchymateuse ne survient que dans 6 % des cas de TM (79). En
revanche, il est moins rare d’observer des cylindres ayant les propriétés optiques de
lamylose (175). Dans la littérature, cette amylose purement « intra-tubulaire » est
considérée comme une simple variante histologique et ne permet pas de retenir le
diagnostic d’amylose AL (310). Cependant, le lien éventuel entre I'amylose intra-
tubulaire détectée au cours d'une tubulopathie myélomateuse et I'amylose AL

systémique n’a pas été correctement étudié jusqu’a présent.
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1. Objectifs de I’étude

Objectif principal : Etudier la relation entre TAMIT rénale et la survenue d’'une amylose

AL systémique dans une cohorte rétrospective et multicentrique de patients avec un

diagnostic de TM.

Objectifs secondaires :

Préciser la fréquence de 'AMIT au cours de la TM et

ses caractéristiques histologiques.

Comparer les caractéristiques démographiques,

hématologiques et néphrologiques des patients avec

ou sans AMIT.

Etablir 'impact pronostique de 'AMIT sur la survie et

la réponse rénale.

Etudier les autres facteurs associés a la réponse

rénale et a la survie au cours de la TM
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[11. Article de these (soumis pour publication)

INTRODUCTION

Cast nephropathy (CN) consists of the precipitation of monoclonal immunoglobulin light
chains (LC) in the lumen of distal tubules, and is the most common paraprotein-
associated pattern of kidney injury found during the course of multiple myeloma (MM).*
Much more rarely, CN may occur with other monoclonal gammopathies, such as
Waldenstrém macroglobulinemia (WM).? Amyloid light-chain (AL)-amyloidosis is another
well-known complication of MM, defined by the deposition of Congo red-positive,
fibrillary monoclonal LC complexes in renal parenchyma, as well as other vital organs, in
particular, the heart. Coexistent AL amyloid deposits are identified either at presentation
or during the course of the disease in approximately 10-15% of MM patients.’
Importantly, the occurrence of AL in MM patients has been shown to be an adverse
prognostic factor.*

The observation that the tubular casts of CN may show staining and ultrastructural
characteristics of amyloid is a feature that has long been recognized.>® Purely
intratubular amyloid (ITA) is viewed as an unusual variant of CN with no clinical
significance and, accordingly, “does not merit the diagnosis of renal amyloidosis since
the amyloid is exclusively intratubular and not deposited in the renal parenchyma”.’

5,8-13

However, the literature on this point only relies upon case reports and old clinico-

pathological studies®***°

, Which did not properly assess the clinical significance of ITA,
in particular its relationship with the occurrence of systemic AL in extra-renal sites. Thus,

we designed this retrospective study to evaluate the frequency of ITA in CN biopsy
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specimens seen at a single academic institution, and to assess whether ITA was

associated with extra-renal systemic AL

81



METHODS

Patient selection

Computerized records of the Department of Pathology, Lille University Hospitals, were
searched to identify all kidney biopsy specimens with CN from January 1, 2002, to
December 31, 2012. Clinical data, including hematological disease, gammopathy
characteristics, renal presentation, serum creatinine and urinalysis (proteinuria,
hematuria), treatment, and outcome data after kidney biopsy were obtained from patient
electronic medical records. This study was done in accordance with the Declaration of
Helsinki. The referring physician obtained informed consent from each patient for use of
the biopsy data, clinical data, and leftover histological material for research. AKI was
classified using the Acute Kidney Injury Network (AKIN) criteria. Renal response was
defined by eGFR =30 mL/min/1.73 m2 and/or dialysis independence at 3 months after

biopsy.?*

Kidney biopsies

Two biopsy specimens were obtained from each patient. one was used for light
microscopy and the other was snap-frozen for immunofluorescence (IF). Kidney biopsy
samples for light microscopy were fixed in alcohol-formalin-acetic acid, embedded in
paraffin, and stained with Masson’s trichrome, Jones methenamine silver, periodic acid-
Schiff, hematoxylin-eosin-saffron, and Congo red. The direct IF assays for detection of
IgA, 19G, IgM, kappa, lambda, C1q, and C3 were performed on 3-pym cryostat sections
according to standard procedures.

All slides were reviewed by two pathologists. CN was defined by the presence of typical

fractured and polychromatophilic casts by light microscopy with staining by anti-k or anti-
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A conjugate by IF. The abundance of casts was estimated semi-quantitatively as the
ratio of the number of casts/number of fields at a magnification of 200x. Interstitial
fibrosis and tubular atrophy were graded on a semiquantitative scale, based on an
estimate of the percentage of the renal cortex affected: 0%-25% (mild), 26%-50%
(moderate), or > 50% (severe). The diagnosis of ITA was based on the visualization of
intratubular casts showing typical apple-green birefringence in polarized light after
Congo red staining, either on formalin or frozen sections. Congo red sections were also
systematically examined under fluorescent light, which is more sensitive than light
microscopy for the detection amyloid.*” The finding of amyloid, within renal parenchyma
(glomeruli, vessels, and/or interstitium) was an exclusion criterion.

For electron microscopy, kidney tissue specimens were fixed in Carson fixative and
postfixed in 1% osmium tetroxide, dehydrated with acetone, and embedded in Epon
812. The ultrathin sections were contrasted with uranylacetate and lead citrate, and

studied using a LEO EM 906 electron microscope (Zeiss, Oberkochen, Germany).

Extra-renal amyloid detection

For each patient, all available histological material of extrarenal origin was systematically
reviewed, with special attention to Congo red staining. When amyloid was detected,
immunohistochemical typing on formalin-fixed and paraffin-embedded tissue was
performed using anti-kappa (polyclonal, 1/20 000, A0192; Dako, Trappes, France), anti-
lambda (polyclonal, 1/20 000, A0193; Dako), anti-SAA (monoclonal, 1/100, MC1; Dako),
and anti-transthyretin ~ (polyclonal, 1/500, A0002; Dako) antibodies. All

immunohistochemical studies were performed according to a standard automated
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immunohistochemical procedure (Ventana XT autostainer; Ventana Medical Systems®,

Benchmark XT, Strasbourg, France).

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using SAS® software (SAS 9.4, SAS Institute
Inc., Cary, NC, USA). Continuous variables are expressed as the means + standard
deviations or medians (interquartile ranges), as appropriate. Categorical variables are
presented as absolute numbers and percentages. Comparisons between patients
presenting with or without ITA were made using Chi-square or Fisher’'s tests for
categorical variables, according to theoretical group numbers. The Student’s t test was
used for continuous variable comparisons, after verification of normal distribution and
variance equality by Shapiro & Wilk’'s and Levene’s tests. Predictive factors of renal
response were identified by means of logistic models (PROC LOGISTIC in SAS®), using
Firth’s penalized maximum likelihood estimator for small sample sets. Continuous
variables were tested for |linearity and were dichotomized in case of
violation. Multivariate models were built by including all covariates that were associated
in univariate analyses, using a threshold of p < 0.10 for selection, and suppressing
redundant covariates. Interactions were systematically tested. Collinearity issues were
assessed using the variance inflation factor calculation. The median overall survival and
median follow-up times were estimated using Kaplan-Meier and inverse Kaplan-Meier
methods, respectively (PROC LIFETEST). Univariate followed by multivariable Cox
analyses were performed to identify independent predictors of survival (PROC PHREG).
The log-linearity assumption for continuous variables and the proportional hazard

assumption were tested by supremum tests. Multivariate Cox model types were built
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by including all covariates that were associated in univariate analyses, using a threshold

of p < 0.10 for selection, and suppressing redundant covariates. Interactions were

systematically tested. All tests were two-sided, and the criterion for statistical

significance was a p-value of < 0.05.

Figure S1 Flowchart

Assessed foreligibility

(N=3126)

Diagnoses otherthan
cast nephropathy [CN)

Eligible Patients

(N=3060) (N=66)
|
Excluded Entered the study
-Renal amyloidosis (N=60)
(N=4)
-CHN not confirmed
(N=2)
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RESULTS

Patient baseline characteristics

We analyzed 3,126 consecutive native kidney biopsies performed in our center between
January 1, 2002, and December 31, 2012. Sixty-six showed CN and were eligible. In
accordance with the exclusion criteria, four patients were excluded because of amyloid
detected in the renal biopsy specimen (in glomeruli (n = 1), renal vessels (n = 2), or
perirenal fat (n = 1)). Two other patients were excluded because the pathological
findings were not convincing and the clinical records ruled out a hematological disease.
Therefore, 60 patients were included in the current study (Supplementary figure S1).
The clinical and biological characteristics of the patients at the time of the renal biopsy
are summarized in Table 1. The cohort included 33 males (55.0%) and 27 (45.0%)
females. The mean age was 66.1 years (range, 38-87). The underlying hematological
disease was MM (n = 56), WM (n = 2), or MALT (mucosa-associated lymphoid tissue)
lymphoma (n = 2). One of the CN associated with WM has been previously reported.®
Monoclonal LC were of the A isotype in 32 cases and the k isotype in 28. Acute renal
failure was the most frequent biopsy indication (n = 54), followed by progressive renal
failure (n = 4) and isolated proteinuria (n = 2). A potential precipitating factor
(hypercalcemia, drugs, and dehydration/sepsis) was identified in 23 patients (Table 1).
The pathological features of CN are summarized in Table 2 and illustrated in Figure 1. A
median of 53 (95%CI 28 to 76) LC-casts were observed in 10 fields at a magnification of
200x by light microscopy. By immunofluorescence (IF), the casts invariably matched the
serum LC isotype (A\: n = 32, k: n = 28). Interstitial fibrosis was graded as mild in 19
(31.7%), moderate in 28 (46.7%), and severe in 13 (21.7%) cases. Seven patients had

concomitant LC deposition disease (LCDD), characterized by linear LC deposits by IF
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(k: n = 7) and amorphous deposits by electron microscopy (EM). Two patients had LC

proximal tubulopathy (A: n = 2) with intracytoplasmic crystals by EM.

Figure 1. Cast nephropathy histopathology.

(@) Dense and fractured casts in the lumen of distal tubules (Masson trichrome, original

magnification x200). (b) Weak staining of casts by periodic acid-Schiff with surrounding
multinucleated giant cells (arrowheads) (periodic acid-Schiff, original magnification x200). (c)
Staining of the casts with anti-kappa antibody (immunofluorescence x200). (d) No staining with

anti-lambda antibody (immunofluorescence x200).

87



Table 1. Baseline clinical and biological characteristics.

Total (n=60)

Age (range) 66.1 (38-87)
Sex (F/IM) 27133
Precipitating factors

# Hypercalcemia 10

# Drugs 9

# Sepsis/Dehydration 4
AKIN stage 3 (%) 41 (68.3%)
Serum creatinine (mg/dL) 5224
MDRD eGFR (mL/min/1.73m?) 10.8 (7.8-17.6)
Hemodialysis required* 18 (30%)
Albuminemia (g/L) 34.1+£6.7
Proteinuria (gr/day) (n=54) 2.56 (1.5-4.4)
Bence Jones proteinuria 60 (100%)

Hematuria

Hematological disease
# Multiple myeloma
# Waldenstrom macroglobulinemia
# Non-Hodgkin lymphoma
% Plasma cell bone marrow infiltration (n=56)
B2-microglobulin level (mg/L) (n=43)
Serum monoclonal protein (g/dl)
Heavy chain isotype (no/lgG/lIgA/other)
Light chain isotype (kappa/lambda)
Free light chain level (mg/dL)

16 (26.7%)

56
2
2
32.0 (17.5-49)
142 +8.4
13+16
21/16/18/5
28/32
371 (131-752)
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Table 2. Pathological characteristics

n
# glomeruli 13.5 (10-20)
Mean % sclerotic glomeruli 16.7 +19.7
# casts 53.0 (28-76)
Interstitial fibrosis/tubular atrophy

Mild 19 (31.7%)

Moderate 28 (46.7%)

Severe 13 (21.7%)
Associated pathology

Light chain deposition disease 7 (x:n=7)

Light chain proximal tubulopathy 2(kn=2)

Intratubular amyloid

We found ITA in 17 (28.3%) of the 60 CN cases after systematic examination of Congo
red-stained slides by light microscopy, polarized light, and fluorescence (Figure 2). By
definition, all 17 cases had at least one cast showing amyloid features (Figures 2a to d).
The ratio of ITA-positive/total casts was < 5%, 5-25%, and > 25% for nine, three, and
five cases, respectively. We observed a “rimmed” appearance of the ITA, i.e. with more
Congo red staining at the periphery of the cast, in 11/17 (64.7%) cases (Figures 2e to ).
Ultrastructural analysis of amyloid casts was performed in one case showing a rimmed
pattern at light microscopy and revealed the presence of numerous non-branching fibrils
randomly arrayed at the periphery of the cast (Figures 2m and n). Amyloid was also
detected as intracytoplasmic vacuoles in tubular cells in 4/17 cases (Figures 20 and p).

These four cases did not show associated LC proximal tubulopathy.
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The clinico-biological characteristics at the time of the renal biopsy of the ITA and “No
ITA” patients are shown in Table 3. There was no statistical difference between the two
groups for the mean level of serum creatinine, as well as other nephrological
parameters. ITA was associated with the A LC isotype (13/17 with A isotype in the ITA

group vs. 19/43 in the No ITA group, P = 0.024).
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Table 3. Comparison of the ITA group and the No ITA group

ITA (n=17) No ITA (n = 43) P

Mean age (range) 67.2 (47-87) 65.7 (38-85) 0.600
Sex (F/IM) 7/10 20/23 1.00
Precipitating factors

# Hypercalcemia 2 8 0.710

# Drugs 3 6 0.700

# Sepsis/Dehydration 1 3 1.00
AKIN stage 3 (%) 11 (64.7%) 30 (69.7%) 0.700
Serum creatinine (mg/dL) 54+27 52+23 0.720
MDRD eGFR (mL/min/1.73m?) 11.1 (7.6-17.5) 10.3 (7.9-17.6) 0.940
Hemodialysis required™ 4 (23.5%) 14 (32.6%) 1.00
Albuminemia (g/L) 34.1 +6.6 342+6.8 0.960
Proteinuria (gr/day) 2.50 (1.40-3.76) 2.77 (1.68-4.50) 0.168
Bence-Jones proteinuria 18 (100%) 46 (100%) 1.00
Hematuria 6 (35.3%) 10 (23.3%) 0.340
Hematological disease

# Multiple myeloma 16 40 1.00

# Waldenstrom macroglobulinemia 1 1 1.00

# Non-Hodgkin lymphoma 0 2 1.00
% Plasma cell bone marrow infiltration

35.0 (24.0-60.0) 29.5 (14.7-42.2) 0.440

(n=56)
B2-microglobulin level (mg/L) 142+9.1 14.3+6.6 0.990
Serum monoclonal protein (g/dl) 12+18 1.4+£15 0.210
Heavy chain isotype (no/lgG/lIgA/other) 5/3/8/1 16/13/10/4 0.76/0.51/0.12/1
Light chain isotype (kappa/lambda) 4/13 24/19 0.024
Free light chain level (mg/dL) 361 (217.3-541.4) 406 (50-791.1) 0.860
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Figure 2. Examples of intratubular amyloid.
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Case 1: (a) intratubular casts (Masson trichrome, original magnification x400), (b)
homogeneously stained by Congo red (Congo red under nonpolarized light, original
magnification x400), (c) apple-green birefringence (Congo red under polarized light, original
magnification x400), and (d) Congo red-fluorescence (Congo red under fluorescence, original
magnification x400). Case 2: (e) intratubular casts (Masson trichrome, original magnification
x400), (f) rimmed pattern stained by Congo red (Congo red under nonpolarized light, original
magnification x400), (g) apple-green birefringence (Congo red under polarized light, original
magnification x400), and (h) Congo red-fluorescence (Congo red under fluorescence, original
magnification x400). Case 3: (i) intratubular casts (periodic acid-Schiff, original magnification
x400), (j) plurilamellar rimmed pattern stained by Congo red (Congo red under nonpolarized
light, original magnification x400), (k) apple-green birefringence (Congo red under polarized
light, original magnification x400), (I) Congo red-fluorescence (Congo red under fluorescence,
original magnification x400), and fibrillar organization of amyloid at the periphery of the cast
(electron microscopy, original magnification x10,000 (m) and x27,800 (n)). Amyloid within the
cytoplasm of epithelial tubular cells stained with Congo red (Congo red under nonpolarized light,

original magnification x400 (o) and Congo red fluorescence, original magnification x400 (p)).
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Extrarenal systemic AL and correlation with ITA

Extra-renal pathological specimens were available for 43 patients (71.7%). They
consisted mostly of bone marrow trephine biopsies, minor salivary gland biopsies, and
digestive tract biopsies and/or surgical specimens (Table 4). The number and the type of
pathological specimens available did not differ between the ITA group and the No ITA
group (13/17 patients with at least one extra-renal specimen in the ITA group vs. 30/43
in the No ITA group, P = 0.6). Moreover, the median period separating kidney biopsy
from the collection of extra renal samples did not differ between the two groups.

Congo red staining and immunohistochemistry revealed AL amyloid in five (AL-A in four
cases, AL-k in one case) specimens corresponding to five patients. All five patients had
ITA on the renal biopsy. Conversely, no patient in the No ITA group was found to have
extrarenal AL amyloid, i.e. ITA correlated significantly with the occurrence of extrarenal
AL amyloid (5/13 with extrarenal AL amyloid in the ITA group vs. 0/30 in the No ITA
group, P = 0.001) (Figure 3). In logistic regression analysis, ITA was the only predictive
factor for the occurrence of systemic AL amyloidosis (odds ratio [OR] 38.3; 95%
confidence interval [95%CI], 1.9 to 771.1, P=0.017). We found extra-renal amyloid in
minor salivary gland (n = 2), digestive tract (n = 1), bone marrow (n = 1), and muscle
biopsies (n = 1). Extra-renal specimens containing amyloid were obtained after a mean

period of 294 days (range +9; +607) after the diagnosis of CN on kidney biopsy.
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Figure 3. Example of an association between intratubular amyloid on kidney biopsy and

systemic AL amyloidosis.

(@): intratubular amyloid (Congo red under nonpolarized light, original magnification x400) with
(b) apple-green birefringence (Congo red under polarized light, original magnification x400). (c)
Minor salivary gland biopsy showing amyloid within vessels walls (Congo red under
nonpolarized light, original magnification x200) with (d) apple-green birefringence (Congo red
under polarized light, original magnification x200), (e) amyloid staining with anti-lambda
antibody (anti-lambda immunohistochemistry, original magnification x200) and (f) no staining

with anti-kappa antibody (anti-kappa immunohistochemistry, original magnification x200).
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Table 4. Extrarenal pathological specimens assessed for AL amyloidosis.

ITA No ITA P
Pathological specimens
Bone marrow biopsies (n=) 4 15 0.510
Minor salivary gland biopsies 5 11 0.730
Digestive tract biopsies/surgical specimens 7 13 0.330
Other 6 11 0.490
Patients with >1 specimen 13/17 30/43 0.600
Time between procurement of extrarenal specimen
and renal biopsy, months (median, ranges)
Before kidney biopsy 9.0 (0-91) 14.0 (0-191) 0.850
(n=11) (n=20)
After kidney biopsy 11.0 (0-52) 8.0 (0-60) 0.940
(n=10) (n=25)
AL amyloidosis 5/13 0/30 0.001

Treatments and outcome

Follow-up data was available for 59 of the 60 patients. The median duration of follow-up
was 64 months (95%CI 57 to 120) from the kidney biopsy. During the follow-up period,
78.3% of patients died. The median overall survival (OS) calculated from the time of
kidney biopsy was 21.4 months (95%CI 15.1 to 38.0). CN was inaugural in 43 patients
(71.7%). There was no difference in the hematological treatment received between the
ITA and No ITA groups. In particular, Bortezomib and immunomodulatory drug (IMiD)-
based (lenalidomide or thalidomide) therapies were equally distributed between the two
groups (Table 5). A hematological response (at least partial response) was achieved in
40/59 (67.8%) patients and was similar for the two groups. On multivariate analysis,
obtainment of renal or hematological responses and inaugural CN significantly
correlated with OS, but not the presence of ITA (hazard ratio [HR] 0.54; [95%Cl], 0.26 to

1.12; P=0.10) (Table 5).
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Renal response was achieved in 19/59 (32.2%) patients (Table 5). Among the clinical
data, baseline eGFR, AKIN stage 3, initial requirement for hemodialysis (within one
month after the kidney biopsy) and lambda isotype were predictive of renal response on
univariate analysis (Supplementary table S2). The number of casts (>30 or <30) and
percentage of sclerotic glomeruli (> 10% or < 10%) were associated with renal
response, whereas the presence or absence of ITA was not (OR 1.24; 95% CI 0.38 to
4.04, P=0.7). On multivariate analysis, only the requirement for hemodialysis at
diagnosis and lambda isotype remained predictive (Table S2).

Table 5. Treatments and overall survival

Total ITA No ITA
Characteristics (n=59) (n=17) (n=42) P Value
Bortezomib based (n=) 41 11 30 0.84
IMiD based 30 9 21 0.92
Both Bortezomib and IMiD 23 6 17 0.78
Neither 11 3 8 0.97
Autologous stem cell transplant 14 3 11 0.72
Hematological response 40 11 29 0.75
Renal response* 19 6 13 0.75
Inaugural CN 43 14 29 0.35

Prognostic indicators of OS (multivariate ) _ )
Hazard ratio 95% confidence interval P Value

analysis)

Hematological response 0.39 [0.20 to 0.76] 0.005
Renal response* 0.43 [0.21 to 0.90] 0.02
Presence of ITA 0.54 [0.26 to 1.12] 0.10
Inaugural CN 0.38 [0.20 to 0.75] 0.005
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Table S2. Clinical and pathological prognostic indicators of renal response.

959% confidence

Prognosis indicators of RR (univariate Odds ratio . P value
analysis) interval
Clinical items
AKIN stage 3 0.19 [0.06 to 0.63] 0.007
Median eGFR 1.12 [1.03 to 1.21] 0.005
Hemodialysis required 0.11 [0.02 to 0.67] 0.02
Lambda isotype 4.63 [1.34 to 15.98] 0.02
Pathological items
Number of casts (>30 vs. <30) 0.29 [0.088 to 0.945] 0.04
Sclerotic glomeruli (>10% vs. <10%b) 0.29 [0.093 to 0.922] 0.04
Interstitial Fibrosis (Stade 2/3 vs. 1) 0.81 [0.248 to 2.648] 0.73
Associated LCDD 0.92 [0.168 to 5.044] 0.92
Presence of ITA 1.23 [0.378 to 4.04] 0.73
— —— o .
Prognosis indicators of RR (multivariate Odds ratio 95 /c_) confidence P value
analysis) interval
Hemodialysis required 0.13 [0.02 to 1.00] 0.049
Median eGFR 1.01 [0.93 to 1.10] 0.79
Lambda isotype 5.99 [1.18 to 32.1] 0.04
Number of casts (>30 vs <30) 0.22 [0.04 to 1.15] 0.07
% SG (>10 vs <10) 0.21 [0.04 to 1.01] 0.052
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DISCUSSION

We undertook this investigation to determine the frequency of ITA in 60 CN biopsy
specimens, with the aim of correlating ITA with the existence of extrarenal AL. The
primary result of our study is the finding of a significant association between ITA and
systemic AL.

ITA was not rare in our series as we found Congo red-stained casts in 28.3% (17/60) of
biopsy specimens with CN, regardless of their abundance. This prevalence is slightly
less than in the three previously published clinico-pathological studies of CN containing
more than 10 cases, which reported the characteristics of the casts after using amyloid
stains: 39.4% (13/33) in the study by Hill et al,*” 42.9% (15/35) in the study of Limas et
al,** and 57.9% (33/57) in the study by Vassar et al.® Thioflavin T staining, which is less
specific than Congo red, was used in the latter study for amyloid detection (Table 6).
More recent CN clinicopathologic studies paid no attention to the amyloid staining
properties of casts, emphasizing that ITA is not currently considered to be clinically
significant.™?* In our study, ITA casts frequently (11/17, 64.7%) showed a peculiar
rimmed morphology consisting of a concentric organization and peripheral Congo red
staining. Formerly reported ITA cases also mentioned a similar morphology (Table 6).
The main result of our study is the finding of an association between ITA and systemic
AL amyloidosis. Indeed, we found AL in 5/13 cases in the ITA group whereas no patient
was found to have AL in the No ITA group (5/13 vs. 0/30, P = 0.001). These results
suggest that LC that form amyloid in tubular lumens can also form systemic amyloid
deposits within tissues. This is supported by the finding that we observed ITA more

frequently in cases with A rather than k LC (13/17 with A isotype in the ITA group vs.
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19/43 in the No ITA group, P = 0.024), in accordance with the well-known greater
amyloidogenicity of A than k chains.? In the literature (reviewed in Table 6), the autopsy
study by Melato et al. is, to our knowledge, the only one to have systematically looked
for a relationship between ITA and AL based on the analysis of extrarenal tissues; they
found no statistical association between ITA and AL.*® However, the study had important
limitations, including the low number of ITA cases (nh = 4) and the fact that organs
frequently targeted by AL such as bone marrow, the digestive tract, and salivary glands,
were not analyzed.

Table 6. Review of the literature of intratubular amyloid

References Nb_ of cases Rimmed pattern Cytoplas_mic Ultrastruc_tural Extrare_nal
with ITA? amyloid amyloid amyloid
Azzopardi et al.” 1 Yes ND ND No
Azzopardi et al.® 1 Yes ND ND Yes
Vassar et al.®® 33 (57) Yes Yes ND ND
Friman et al.® 1 Yes ND ND Yes
Limas et al.*® 15 (35) Yes 3/15 Yes ND
Defronzo et al.* 4(8) Yes ND ND ND
Melato et al.*® 4 Yes ND ND No
Hill et al.*’ 13 (33) ND ND ND ND
Pirani et al.'® ND Yes ND No ND
Rota et al.™ 1 (26) ND ND ND ND
ElZoghby et al.’ 1 Yes Yes Yes Yes
Nasr et al.* 1 Yes ND Yes ND
Sethi et al.* 1 Yes No Yes No
Hemminger et al.?* No* NA Yes Yes ND
Larsen et al.® No¢ NA Yes Yes ND
Kato et al.*? 1 Yes No Yes ND
lliuta et al.™ 1 No Yes Yes ND
Current study 17/60 Yes Yes Yes 5/13

ND: not determined; NA: not applicable.
#number of cases with ITA (total number of cases with cast nephropathy)
® use of thioflavin T for amyloid staining
¢ series of 35 patients with a diagnoses of myeloma without data on the presence of CN

4 purely intracytoplasmic amyloid
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Our study reports the association of ITA with systemic AL cases diagnosed in extra-
renal specimens (digestive tract, salivary glands, bone marrow, and muscle) without
renal parenchymal AL at the time of the kidney biopsy. Such an association of ITA with
extrarenal amyloid, but without renal parenchymal amyloid, has been reported in three
case reports: one case with subcutaneous amyloid tumors;® one case with skin, joint and
omental fat involvement® and one with bone marrow, joint, and peripheral nerve
involvement.® This intriguing observation, in conjunction with the fact that AL was
diagnosed, on average, 294 days after the renal biopsy, may indicate that ITA is an early
phenomenon during CN-associated amyloidosis and precedes the formation of AL within
tissues, either renal or extrarenal.

Although the exact pathophysiology of ITA remains unclear, its possible association with
amyloid found within the cytoplasm of tubular epithelial cells suggests that ITA was
formed intracytoplasmicaly from reabsorbed LC and subsequently secreted into the
lumen.?* This hypothesis is in agreement with studies suggesting that proteolytic
enzyme processing of immunoglobulin LC within lysosomes is central to amyloid fibril
formation.?> Experimental models of renal AL amyloidosis have shown that mesangial
cells play a central role in amyloidogenesis through endocytosis and subsequent intra-
lysosomal proteolysis of LC.??" It is possible that a similar mechanism may occur in
tubular epithelial cells and lead to the production of ITA. The formation of amyloid in the
urinary space, secondarily endocytosed by proximal tubular cells, is an alternative
possibility. ™

In the current study, we found that AKIN stage 3, baseline eGFR, requirement for
hemodialysis were prognostic factors of renal response, by univariate analysis, as

reported in other studies.?**® The good prognosis associated with lambda isotype is
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difficult to interpret in the absence of available urinary LC excretion levels.?® The number
of casts was also predictive of renal response; this pathological factor has been recently
highlighted in a previous study.”* We could find no difference in the prognosis between
CN patients with or without ITA, either for renal response or OS. It is possible that
potential prognostic differences related to the amyloidogenicity of LC in ITA patients
could have been obscured by the generally bad outcome of CN. However, it should be
noted that the renal prognosis of MM patients is improving,**®" likely due to more
effective chemotherapy molecules, such as thalidomide and bortezomib,** and the use
of new dialysis techniques to remove free LC.*

Our results suggest that the detection of ITA could help to identify CN patients at risk of
developing AL. This point is of importance, as the recognition of AL associated with MM
helps to determine prognosis and treatment.***° Indeed, the occurrence of AL in patients
with MM has been shown to be an adverse prognostic factor.* Thus, we believe that
renal biopsy specimens showing CN should be systematically screened for ITA through
the examination of casts after Congo red staining. Patients with ITA should be
considered to be at risk for the development of AL and, subsequently, a specific work up
and surveillance for AL may be necessary for these patients. Finally, our results can be
viewed as a supplementary justification to perform kidney biopsy in patients suspected

to have CN.%¢

This study has important limitations inherent to its retrospective design. In particular,
extra-renal specimens were available for the assessment of amyloid for only 71.7% of
patients. However, our results suggest, for the first time, that ITA is not a histological

peculiarity with no clinical significance, but conversely reflects the amyloidogenic
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capacity of LC that can manifest as systemic AL. The routine pathological examination
of casts with Congo red to identify ITA should be mandatory in all patients with CN.
From a clinical point of view, the detection of ITA should trigger the search for systemic

AL amyloidosis.
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1V. Discussion

A. Amylose intra-tubulaire

1. Fréquence

Les principales études sur TAMIT sont résumées dans le Tableau 11. Les premiéres
descriptions de cas d’AMIT sont assez anciennes mais a lI'exception des quelques
études autopsiques et de cas rapportés les données disponibles sont pauvres. La
fréquence de 'AMIT est variable entre les séries allant de 3,8 % dans 'étude de Rota et
al. a 57,9 % dans I'étude de Vassar et al. Pour cette derniere, la thioflavine T avait été
utilisée comme méthode de détection de I'amylose. Comme nous 'avons discuté dans
I'introduction, cette méthode est sensible mais moins spécifique que le RC, il est donc
possible que la fréquence de 'AMIT dans cette étude ait été surévaluée. Si I'on ne
considéere que les études pour lesquelles le diagnostic a été posé sur la coloration du
RC, la fréquence de 'AMIT au cours de la TM est en moyenne de 34 % [3,8 - 50 %].
Avec la méme méthode de détection, nous avons retrouvé 17 cas d’AMIT parmi les 60

biopsies de TM soit une fréquence de 28,3 %.
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Azzopardi et al. 2 Oui ND ND Oui
(311, 312)

Vassar et al. (175) 33 (57) Oui Oui ND ND
Friman et al. (313) 1 Oui ND ND Oui
Limas et al.(314) 15 (35) Oui 3/15 Oui ND
Defronzo et 4 (8) Oui ND ND ND
al.(315)

Melato et al.(316) 4 Oui ND ND Non
Hill et al.(317) 13 (33) ND ND ND ND
Pirani et al.(45) ND Oui ND Non ND
Rota et al.(62) 1(26) ND ND ND ND
ElZoghby et al.(318) 1 Oui Oui Oui Oui
Nasr et al.(319) 1 Oui ND Oui ND
Sethi et al.(320) 1 Oui No Oui Non
Hemminger et al. Non NA Oui Oui ND
(39)

Larsen et al.(321) Non NA Oui Oui ND
Kato et al. (322) 1 Oui Non Oui ND
lliuta et al.(323) 1 Non Oui Oui ND

Tableau 11 : Amylose intra-tubulaire dans la littérature

2. Caractéristigues clinico-biologiques

Dans les premiéres études autopsiques (314, 324), il a été montré que I'AMIT a l'instar
de la TM, était une lésion définissant le MM c’est-a-dire qu’elle n’est jamais observée
dans un contexte de MGUS. Elle rentre donc dans la catégorie des atteintes rénales des
gammapathies monoclonales survenant dans un contexte hématologique de forte
masse tumorale. Dans notre étude, nous décrivons pour la premiere fois un patient avec
une AMIT et une maladie de Waldenstrom. Cette association n’est pas surprenante
puisqu’il est connu que la TM peut survenir dans ce contexte hématologique. Toutefois
cela illustre le role central des propriétés de la CL monoclonale dans la survenue de

FAMIT.
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Sur le plan démographique, les patients avec AMIT ont un 4ge moyen de 67 ans avec
une tres légere prédominance masculine. La TM était révélatrice du diagnostic de MM
dans la majorité des cas. Lorsque nous comparons les caractéristiques néphrologiques
et hématologiques des patients avec ou sans AMIT, la seule différence significative est
la répartition des isotypes de CL. Dans le cas des patients avec AMIT, l'isotype A est
surreprésenté avec un ratio A : k de 3,25 (13 : 4) alors qu’il est de 0,79 chez les patients
sans AMIT (P : 0,024). Malheureusement, dans aucune des 3 séries d’AMIT comportant
plus de 10 patients, l'isotype de la CL n’est mentionné. Le Tableau 12 illustre la

distribution entre les deux isotypes A et k dans les autres études et cas rapportés :

Azzopardi et al.(311, 1 ND
312)

Vassar et al.(175) 33 ND
Friman et al.(313) 1 1:0
Limas et al.(314) 15 ND
Defronzo et al.(315) 4 2:1(1ND)
Melato et al. (316) 4 1:3
Hill et al. (317) 13 ND
Rota et al (62). 1 1:0
ElZoghby et al.(318) 1 1:0
Nasr et al.(319) 1 1:0
Sethi et al.(320) 1 1:0
Kato et al.(322) 1 1:0
lliuta et al. (323) 1 1:0

Tableau 12 : Répartition des isotypes de chaines légéres au cours de [’AMIT

En ajoutant a ces données les cas d’AMIT de notre étude, on obtient un ratio A : k global
de 2,87 (23 : 8) ce qui est proche de celui rapporté dans les cohortes d’amylose AL
systémique. Ce résultat suggére que les CL ayant la capacité de former de 'AMIT

pourraient étre les mémes que celles responsables du développement de 'amylose AL.
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3. Caractéristigues histologiques

L’aspect de 'AMIT sur la coloration du RC varie entre les individus et plusieurs types de
cylindres peuvent cohabiter au sein de la méme biopsie. Les cylindres sont parfois
colorés de maniere homogene ou bien seulement de maniere partielle. En cas de
coloration partielle, toutes les configurations ont été décrites mais un aspect
morphologique est particulierement évocateur : il s’agit de cylindres ayant un aspect
plurilamellaire avec plusieurs couches disposées de fagon concentrique. Parfois, seule
la couche la plus externe est visible. Au niveau de ces couches, il est possible de mettre
en évidence les dépots fibrillaires caractéristigues en ME (314, 319, 320, 322, 325). Par
ailleurs, au niveau de ces cylindres, il n’est pas rare d’observer des formations en
spicules sur le versant externe des strates (320, 322) ce qui rappelle I'aspect des dépdts
d’amylose AL glomérulaire au niveau de la MBG. L’aspect plurilammelaire au cours de
'AMIT a été rapporté dans la quasi-totalité des études (Tableau 11). Dans notre série,
nous avons pu confirmer que cette présentation était majoritaire dans le groupe AMIT
avec une fréquence de 64,7 %. Lorsqu’elle était manquante, il s’agissait essentiellement
de formes d’AMIT avec peu de cylindres colorés par le Rouge Congo.

Contrairement a ce qui a été rapporté par Melato et al., nous avons observé que les
cylindres d’AMIT sont difficiles a distinguer des cylindres myélomateux conventionnels
sur les autres colorations utilisées en pratique diagnostique (PAS, HES, TM, coloration
argentique de Jones), En effet, dans notre expérience, lorsque les dépbts forment un fin
liseré périphérique, ils sont en général visibles uniquement sur le RC. C’est seulement
quand les dépdts sont plus importants qu’il est parfois possible d’identifier les cylindres

d’AMIT sur la coloration argentique de Jones car les couches amyloides sont
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argyrophiles tandis que les cylindres myélomateux conventionnels sont le plus souvent
non argyrophiles (Figure 10) (320, 326). Dans ces cas, la coloration argentique de
Jones permet également de mieux visualiser les spicules au niveau des cylindres
d’AMIT (Figure 10). L’intensité de coloration du PAS est assez variable que ce soit au
niveau des cylindres d’AMIT ou des cylindres myélomateux conventionnels. En général
elle est de peu d’aide pour faire la distinction entre les deux méme si certains auteurs

rapportent un marquage de la partie centrale de certains cylindres d’AMIT par le PAS

(322).

Figure 10 : AMIT sur une coloration argentique de Jones. Les fleches rouges indiquent les

endroits ou les spicules (responsable de [’aspect chevelu) sont le plus visibles.

En ce qui concerne I'abondance des lésions, il faut insister sur le fait que dans la
majorité des cas les cylindres d’AMIT sont trés largement minoritaires par rapport aux
autres cylindres myélomateux. Ainsi, dans plus de la moitié des cas de notre étude, les
lésions I’AMIT représentaient moins de 5 % de la totalité des cylindres. Ces résultats

contrastent avec certaines descriptions dans la littérature ou il n’est rapporté que des
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cylindres d’AMIT sans cylindres myélomateux conventionnels associés (318, 319, 325).
Dans notre expérience, les lésions d’AMIT étaient majoritaires dans seulement 3 cas et
dans seulement un cas elles représentaient plus de 80 % des cylindres. Nous n’avons
jamais observé de formes ou il n’était pas possible de retrouver au moins quelques
cylindres myélomateux conventionnels associés.

On considére, par définition, que 'amylose est extracellulaire et qu’elle se dépose dans
les tissus. Or si TAMIT est extracellulaire, elle se dépose au sein d’une cavité et non, au
sens strict, dans un tissu. En ce sens, L'AMIT ne remplit pas tous les critéres de
'amylose (310). Ceci a probablement contribué a minimiser l'intérét et les recherches
autour de 'AMIT. De plus, la ressemblance de 'AMIT dans sa forme plurilamellaire avec
les corps amylacés (CA), fréquents au niveau de la prostate (327) et du poumon (328),
a pu également participer a négliger TAMIT (Figure 11). Ces CA sont des agrégats
localisés qui se forment au cours de processus dégénératifs ou inflammatoires, le plus
souvent au sein de cavités. lls ont une forme ovalaire ou ronde avec une structure
interne en strates concentriques disposées autour d’un nidus central, de couleur clair et
de nature protéique. lls sont colorés par le RC et ont une biréfringence jaune-verte
particuliere en lumiére polarisée laissant apparaitre un aspect dit en « croix de malte »

(Figure 11).
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Figure 11 Comparaison entre I'amylose intra-tubulaire et les corps amylacés dans la
prostate. Les corps amylacés ont une forme ronde avec un aspect pluristratifié (A, rouge
Congo grossissement x200). A noter I'aspect particulier de la biréfringence en croix de
Malte de certains corps amylacés étudiés en lumiere polarisée (B, rouge Congo en
lumiere polarisée grossissement x200) qui differe de celle de I'amylose intra-tubulaire
(C-D)

Une autre caractéristique habituellement associée a la définition de 'amylose est sa
localisation extracellulaire ce qui contraste avec nos résultats ou nous rapportons la
présence de dépbts intra-cytoplasmiques tubulaires chez 23,5 % (4/17) des patients
avec AMIT. Ces dépbts ont également été notés pas d’autres en association avec des
lésions d’AMIT (Tableau 11). Ainsi dans une étude autopsique de 35 patients avec MM,
des dépb6ts intra-cytoplasmiques d’amylose au niveau des cellules tubulaires
proximales étaient retrouvés chez 3 patients qui avaient tous des lésions dAMIT

associées (314). La restriction de lamylose a la localisation extracellulaire a

112



possiblement été introduite afin de faire la distinction entre I'amylose systémique et
certains dépots intracellulaires qui sont fréquents au cours des processus dégénératifs.
En effet, au cours du vieillissement, on peut observer des dépbts intracellulaires avec
des propriétés similaires a 'amylose au niveau du systéme nerveux central (329), de la
prostate en association avec les CA (327) et au niveau de certaines cellules endocrines
(330). Cependant, d’authentiques dépbts d’amylose peuvent aussi étre de localisation
intracellulaire. Ainsi des dép6ts ont par exemple été rapportés au sein des macrophages
dans l'amylose AA (331) et dans les cardiomyocytes au cours de l'amylose a
apolipoprotéine A-IV (332). En ce qui concerne I'amylose AL, la mise en évidence de
dépdts intracytoplasmiques en ME a été décrite il y a longtemps au niveau des
plasmocytes et des histiocytes (333). Plus récemment, ils ont été décrits au niveau des
cellules mésangiales au cours de I'AL glomérulaire (165) et au niveau des cellules
épithéliales tubulaires (39, 45, 318, 323). A la lumiére de ces résultats, il est clair que

'amylose AL peut étre intracellulaire.

4. Physiopathologie

La physiopathologie de 'AMIT n’est pas bien comprise a I’heure actuelle. Néanmoins, la
présence de dépbts d’amylose intra-cytoplasmiques associés a ces lésions peut faire
envisager deux hypothéses principales:

- les cellules tubulaires sont capables d’endocyter des dépdts d’amylose formés
directement dans la lumiére urinaire ;

- 'amylose se forme dans les lysosomes des cellules tubulaires avant d’étre

excrétée dans la lumieére.
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Sachant que les fibrilles amyloides sont de trop grande taille pour étre librement filtrées
par les glomérules, il a été proposé que I'amylose se forme dans la lumiere urinaire
(318). En faveur de cette hypothese, il a été montré que les conditions de pH et les
concentrations d’urée dans la chambre urinaire sont propices in vitro a I'agrégation des
CL en dépdts d’amylose (334, 335). Les dépdts d’'amylose ainsi formés seraient
endocytés au niveau des TCP (322, 323) et lorsqu’ils s’accumulent au niveau des tubes
distaux seraient responsables de 'AMIT.

Dans la seconde hypothése, les CL seraient d’abord endocytées au niveau des TCP et
'amylose se formeraient secondairement a la protéolyse des CL dans les lysosomes
des cellules proximales avant d’étre excrétée dans la lumiére tubulaire. En faveur de
cette hypothése, il a été observeé I'expression des marqueurs CD68 et CD163 au niveau
des cellules tubulaires proximales contenant des dépots intra-cytoplasmiques d’amylose
ce qui traduirait une transition épithélio-macrophagique et 'accumulation de lysosomes
(39). Un phénoméne similaire a d’ailleurs été décrit au niveau des cellules mésangiales
chez des patients avec une localisation glomérulaire d’AL (336). Cependant,
contrairement a I'endocytose des CL par les cellules mésangiales qui ne survient que
dans un contexte d’AL, le mécanisme de captation des CL au niveau des TCP est
physiologique. La précipitation intra-cytoplasmique des CL devrait donc étre une
constatation fréquente au cours de 'amylose AL, ce qui n’est pas observé en pratique.
A ce stade, il n’est donc pas possible de privilégier 'une de ces deux hypotheses.
D’autant plus qu’il a été rapporté des dépbts intra-cytoplasmiques d’amylose dans des
contextes de tubulopathie proximale sans AMIT associée (39, 321) ce qui remet en

cause 'existence méme d’'un mécanisme commun a ces deux entités.
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5. Facteur prédictif de la survenue d’une amylose AL

systémique

Le principal résultat de notre étude est la mise en évidence d’'une association entre
FAMIT et I'amylose AL systémique. Sur les 60 patients avec une TM, nous avons
retrouvé 5 patients qui ont développé une amylose AL au cours de leur suivi. Ces 5
patients avaient une AMIT sur leur PBR. La présence d’AMIT était le seul facteur
significativement associé au développement d’'une amylose AL systémique. Dans la
littérature, le lien entre AMIT et amylose AL a été trés peu investigué. La seule étude
s’étant intéressée spécifiquement a cette question est le travail autopsique de Melato et
al. Dans ce dernier, il n’était pas retrouvé d’association entre la présence dAMIT et de
dépdts d’amylose rénale ou extra-rénale. Cependant cette étude souffre de certaines
limites méthodologiques. La principale est le nombre trés restreint de patients avec
AMIT (n= 4). Une autre limite est I'absence de données concernant les organes
fréquemment atteints par 'amylose AL tels que la moelle osseuse, le tube digestif et les
glandes salivaires accessoires.

Dans notre revue de la littérature, nous avons trouvé 3 cas mentionnant I'association
d’AMIT et d’'une amylose systémique : 1 patient avec dépbts d’amylose au niveau de la
peau, du canal carpien et de la graisse péritonéale (312), 1 patient avec dépbts au
niveau médullaire, articulaire et des nerfs périphériques (318) et 1 patient avec plusieurs
localisations sous cutanées d’amylose dans une forme pseudo-tumorale (313). Au vu de
ces quelques cas et de nos résultats, nous pensons donc que I'AMIT reflete
effectivement I'amyloidogenicité de la CL monoclonale sécrétée et que sa présence

traduit un risque accru de développer une AL systémique au cours du suivi.
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Dans cette étude nous avons fait le choix d’exclure les patients présentant des lésions
d’amylose AL glomérulaire, vasculaire ou interstitiel. En effet, notre objectif était de
déterminer si la présence d’AMIT sur la PBR était un signe en faveur d’'une amylose AL
systémique. Pour les patients avec une amylose AL rénale, cette question ne se posait
donc plus. Trois patients ont été ainsi exclus. Un seul d’entre eux avait de 'AMIT. Dans
la littérature, la coexistence d’AMIT et de dépbts d’amylose dans le parenchyme n’a été
rapportée que par I'équipe de Hill et al. Dans ce travail, 10 des 13 patients avec AMIT
avaient également des dépots d’amylose AL dans d’autres compartiments du rein (317).
Des études portant sur un plus grand nombre de patients avec une amylose AL et une

TM sont requises pour préciser le lien entre amylose AL rénale et AMIT.

6. Pronostic

La mise en évidence d’AMIT dans notre étude est associée a un risque plus important
de développer une amylose AL mais cela ne s’accompagne pas d'une différence
significative de survie entre les patients avec ou sans AMIT. Ce résultat est
potentiellement lié au pronostic trés sombre de la TM dans notre série. En effet, il est
probable que beaucoup de patients décédent avant de développer une amylose AL qui
menace leur pronostic vital. D’autant plus que nos données montrent que 'AMIT
précéde toujours la mise en évidence d’amylose dans une autre localisation. L'AMIT
pourrait donc correspondre a une forme débutante d’amylose AL dont la progression est
lente chez ces patients qui recoivent une thérapeutique anti-myélomateuse.
L’identification de ces patients reste malgré tout intéressante car elle permet de détecter
précocement la survenue d’'une amylose AL qui est un facteur pronostic péjoratif au

cours du MM (308).
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Dans l'avenir, il est possible que l'introduction de nouvelles molécules et techniques
d’épuration des CL améliore considérablement la survie des patients atteints de MM. i
sera alors intéressant de réévaluer I'impact de la FAMIT sur la survie et la réponse
rénale des patients. D’autant plus que des traitements spécifiques de I'amylose seront
peut étre disponibles (anti-SAP) et qu’ils pourraient bénéficier aux patients dés la mise

en évidence dAMIT.

7. Limites de I’étude

La principale limite de notre étude, liée a son caractére rétrospectif, est le manque
d’informations cliniques et paracliniques pour documenter lI'existence d'une atteinte
d’'organe secondaire a I'AL. Pour la plupart des patients, 'absence de signe d’AL est
mentionnée au moment du bilan du MM mais ils ne sont pas réévalués au cours du
suivi. Nous avons considéré qu’il y avait une amylose AL systémique a partir de la
découverte d’une localisation extrarénale d’amylose mais nous n’avons pas de données
cliniques permettant d’affirmer le caractére symptomatique ou non de cette amylose
pour tous les patients.

Parmi les 5 patients chez qui nous avons retenu le diagnostic d'amylose AL, les
renseignements transmis avec le préléevement extra-rénal mentionnaient une suspicion
cliniue forte d’amylose pour un seul d’entre eux. Pour un autre patient, souffrant
d’amylose digestive, le préléevement avait été effectué dans le cadre d’'un bilan de
meéléna qui, a posteriori, peut étre imputé a 'amylose. En revanche, pour les 3 autres
patients, les dépbts étaient retrouvés sur des prélévements effectués dans le cadre du
bilan de MM (BGSA et BOM) et ils n’étaient pas a priori associés a des manifestations

cliniques évocatrices. Pour ces 3 patients, les données permettant d’objectiver la
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survenue d’une atteinte clinique secondaire a leur AL sont manquantes et il n’est pas
possible d’exclure que ces dépdts correspondent a une forme d’amylose occulte.

Un autre probleme de notre étude est le pourcentage restreint de patients avec un
prélévement extra-rénal. Nous disposions de suffisamment de matériel pour rechercher
et typer une amylose extra-rénale pour seulement 71,7 % des patients inclus. Ce
résultat est partiellement lié & la destruction des prélevements anatomopathologiques
archivés au bout d’'une période de 10 ans conformément aux dispositions légales. Pour
les cas les plus anciens, un certain nombre de prélevements n’ont ainsi pas pu étre
récupérés. Toutefois nous nous sommes assurés que le pourcentage de prélevements
entre les groupes avec ou sans AMIT ne différait pas de maniére significative (P : 0,6).
De méme, les prélévements des localisations les plus « sensibles » pour la mise en
évidence d’AL étaient également répartis entre les deux groupes. La perte de certains
prélevements a donc pu diminuer la puissance de I'étude mais n’a, a priori, pas introduit

de biais entre les deux groupes.

B. Facteurs pronostiques

1. Facteurs pronostigues associés a laréponse rénale

En ce qui concerne les données néphrologiques au moment de la biopsie, nous avons
observé qu’une valeur basse du DFG (estimé par la formule MDRD), la mise en dialyse
dans le mois entourant le diagnostic et un stade 3 selon la classification AKIN sont des
facteurs prédictifs d’'une mauvaise réponse rénale en analyse univariée. La valeur du
DFG estimé et le grade AKIN sont des criteres classiquement associés a la réponse

rénale car ils refletent la profondeur de I'atteinte rénale initiale et ils ont été rapportés par
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d’autres (47, 80). En revanche, lI'impact pronostique de la mise en dialyse précoce
n’était pas significatif dans une autre étude a la méthodologie proche (47) alors qu’elle a
une valeur pronostique méme en analyse multivariée dans notre série.

Au niveau histologique, le nombre de cylindres (avec un seuil a 50) et le pourcentage de
glomérules scléreux (avec un seuil a 10 %) sont statistiquement corrélés a la réponse
rénale en analyse univariée et a la limite de la significativité dans le modele multivarié.
Pour évaluer 'abondance des cylindres nous avons utilisé la formule proposée par
Ecotiere et al. : (nombre total de cylindres / nombre de champs au grossissement x200)
x10. L’'impact pronostique du nombre de cylindres a été rapporté par plusieurs auteurs
(47, 63, 66). En revanche, dans notre travail, I'évaluation semi-quantitative de I'atrophie
tubulaire et de la fibrose interstitielle n’est pas associée a la réponse rénale
contrairement a ce qui avait été observé par d’autres (62, 84).

En analyse univariée et multivariée, l'isotype A est associé a une meilleure réponse
rénale ce qui contraste avec ce qui est connu dans la TM. En effet, comme nous I'avons
signalé en introduction, I'isotype A est en général associé a une moins bonne réponse
car le débit urinaire de CL-A est plus important que pour lisotype k (85).
Malheureusement, pour la majorité des patients nous ne disposons pas des données
guantitatives de CL urinaire pour vérifier si dans cet échantillon de patients le débit

urinaire est inversé entre les deux types de CL.

2. Facteurs pronostigues associés ala survie

pY

Les facteurs associés a une survie plus longue dans notre modéle multivarié sont
I'obtention d’'une réponse hématologique (au minimum réponse partielle), d’'une réponse

rénale (définie par un critere composite : DFG estimé = 30 mL/min/1,73 m2 et
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indépendance de la dialyse a 3 mois) et par le caractéree inaugural de la TM dans
I'histoire naturelle du MM. Ces résultats sont en accord avec les données de la
littérature méme si le caractére inaugural ou non de la TM est rarement étudié puisque
dans la majorité des études cliniques, ne se sont inclus que les cas de MM

nouvellement diagnostiqués.
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V. Conclusions et perspectives

Lorsqu’une coloration systématique par le rouge Congo est réalisée, la présence AMIT
sur les PBR de TM n’est pas rare. En pratique courante, elle n’est en général pas
mentionnée ou bien seulement comme une variante de cylindres myélomateux. En effet,
malgré des caractéristiques optiques similaires, il est actuellement considéré qu’elle n’a
pas de lien avec 'amylose AL systémique car elle ne siege pas au sein d’un tissu. Ainsi,
elle est plutdt attachée aux formes localisées d’amylose dépourvues de signification
clinique.

Dans ce travail, nous avons montré que la présence d’AMIT est corrélée a I'existence de
dépodts d’amylose AL dans d’autres tissus. De plus, nous avons mis en évidence une
prédominance de la CL-A chez les patients avec de 'TAMIT conformément a ce qui est
connu dans I'amylose AL. Ces résultats suggérent que 'AMIT appartient au spectre des
atteintes rénales de 'amylose AL.

Nous avons pu confirmer que 'AMIT est souvent associée a des dépbts intra-
cytoplasmiques au sein des cellules tubulaires proximales. Cette amylose intra-
cytoplasmique suggere soit que I'amylose se forme au sein de ces cellules, soit qu’elle
se forme dans la chambre urinaire et que les dépodts sont secondairement endocytés.
n’est actuellement pas possible de privilégier 'une ou l'autre de ces hypothéses.

Avec les données dont nous disposons, il est difficile de déterminer si TAMIT est une
découverte fortuite au cours de la TM qui reflete I'amyloidogénicité de la CL
monoclonale ou bien si elle participe a l'atteinte rénale. Le faible nombre de cylindres

rouge Congo positifs en comparaison des cylindres myélomateux classiques chez la
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majorité des patients suggére que si 'AMIT joue un rble dans l'atteinte rénale celui-ci
doit &tre mineur.

Sur le plan pronostique, TAMIT n’a pas d’impact sur la réponse rénale ni sur la survie
des patients. Ces résultats traduisent peut étre un manque de puissance de notre étude
qui n’inclut qu’un faible nombre de patients avec AMIT. Il est aussi probable que le
pronostic trées sombre de la TM emporte le pronostic vital des patients. D’autant plus que
'AMIT précede toujours la découverte d’'une localisation extra-rénale d’amylose AL et
qu’il pourrait donc s’agir d’'une forme débutante d’amylose AL.

La prise en charge du MM et de ses manifestations rénales a progressé au cours de ces
10 dernieres années avec un impact significatif sur la survie. De nouvelles stratégies
thérapeutiques pour épurer les CL sont en cours d’essai dans la TM et vont peut étre
permettre d’allonger encore I'espérance de vie des patients. Parallelement, des
traitements ciblant spécifiquement 'amylose AL, comme les anti-SAP ou les anti-CL
(spécifiques des dépbts d’amylose AL) sont aussi en cours d’essai thérapeutique. Il sera
alors intéressant de réévaluer les données de ce travail pour voir si avec I'allongement
de I'espérance de vie des patients, les patients avec AMIT développent plus souvent
des dépbts d’amylose extra-rénale et si cela s'accompagne d’un impact pronostique. Il
sera également important de déterminer si les patients avec TM pourraient bénéficier

d’'une prise en charge spécifique de 'amylose AL dés le diagnostic ’AMIT.
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Résumé :

Introduction :

La tubulopathie myélomateuse (TM) est la complication rénale la plus fréguente du myélome multiple.
Dans certains cas, les cylindres myélomateux présentent les caractéristiques optiques de I'amylose
c’est-a-dire une biréfringence jaune-verte sur la coloration du rouge Congo étudiée en lumiére
polarisée. Cette amylose intra-tubulaire (AMIT) est actuellement considérée comme une simple
variante histologique de TM. Cependant, le lien entre TAMIT et 'amylose AL systémique n’a pas été
correctement investigué.

Matériel et Méthodes :

Il s’agit d’'une étude observationnelle, rétrospective et multicentrique. Le critére d’inclusion était un
diagnostic de TM sur ponction biopsie rénale entre 2002 et 2012. L’ensemble des biopsies rénales et
des préléevements extra-rénaux des patients inclus ont fait I'objet d’'une relecture avec réalisation
systématique d’'une coloration du rouge Congo. Parallelement, les données cliniques néphrologiques et
hématologiques ont été recueillies.

Résultats :

Soixante cas de TM ont été inclus. Une AMIT était retrouvée chez 17/60 (28,3%) patients. Elle était
plus fréquente chez les patients sécrétant une chaine Iégére monoclonale d’isotype A (13/17 dans le
groupe AMIT vs. 19/43 dans le groupe sans AMIT, P = 0,024). La présence d’AMIT était associée de
maniere significative a la mise en évidence d’une amylose AL extra-rénale (5/13 dans le groupe AMIT
vs. 0/30 dans le groupe sans AMIT, P = 0,001).

Discussion et conclusion :

Nos résultats montrent que 'AMIT n’est pas rare au cours de la TM. Sa présence reflete le potentiel
amyloidogene de la chaine Iégére monoclonale et entraine un risque accru d’amylose AL systémique.
L’AMIT devrait donc étre recherchée systématiquement au cours de la TM et sa détection devrait
déclencher un bilan a la recherche d’autres localisations d’'une amylose AL systémique.
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