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RESUME

Contexte : Les chaines Iégéres libres sériques sont devenues des biomarqueurs
utilisés quotidiennement dans le cadre de gammapathies monoclonales. De
nombreuses difficultés analytiques subsistent néanmoins avec les techniques
classiques de turbidimétrie et néphélémétrie. Récemment, une nouvelle approche par
ELISA pourrait permettre de s’affranchir de certaines de ces difficultés. L’objectif de ce
travail est d’étudier les performances analytiques du nouveau coffret Sebia FLC® par
rapport au coffret Freelite® utilisé au laboratoire, de vérifier les intervalles de référence
du fournisseur et d’évaluer la transférabilité de cette méthode vis-a-vis des référentiels

existants.

Méthode : Nous avons inclu 1155 patients de fagon prospective au laboratoire de
Biochimie des Protéines du CHU de Lille. Les dosages des FLC ont été réalisés avec
la technique Freelite® sur I'analyseur SpaPLUS® et avec la technique Sebia FLC® sur
I'analyseur DAS AP22 ELITE. La validation de méthode suit la méthodologie décrite
par le COFRAC et les recommandations du CLSI. Nous avons également suivi 96
patients afin de vérifier que les résultats obtenus avec la technique Sebia FLC®
renseignent le clinicien de fagon identique a ceux de la méthode Freelite®.

Résultats : Notre étude montre une bonne corrélation ainsi qu’une bonne
concordance entre les deux méthodes. Néanmoins, les résultats obtenus avec la
technique Sebia FLC® sont surestimés dans les valeurs basses et sous-estimés dans
les valeurs hautes par rapport a Freelite®. Nous avons pu observer un nombre de
dilutions nécessaires significativement inférieur avec la technique Sebia FLC® et une
absence d’excés d’antigéne sur notre cohorte. L'évolution du ratio k/A et de la dFLC
semblent suivre la méme tendance avec les deux techniques malgré des différences

d’amplitude plus marquées avec la technique Freelite®.

10



Conclusion : Le nouveau coffret Sebia FLC adopte une nouvelle approche pour le
dosage des FLC en s’appuyant sur une technique ELISA plutdt que sur la turbidimétrie
ou la néphélémétrie. D’'un point de vue analytique, Sebia FLC® présente plusieurs
avantages. Cependant, les variations de résultats conséquentes entre les deux
techniques interrogent sur la transférabilité de seuils tels que I'iFLC/uFLC et la dFLC
qui ont été définis a l'aide de Freelite®. D’'autres études a l'aide de cohortes
multicentriques ciblées seront nécessaires afin de calculer ces nouveaux seuils

spécifiques au coffret Sebia FLC® et aux autres techniques disponibles sur le marché.
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Introduction

1 Généralités
Les chaines légeres libres sériques kappa (k) et lambda (A) sont devenus des
biomarqueurs utilisés quotidiennement par le clinicien, selon les recommandations
internationales du groupe de travail international sur le myélome (MM), en anglais
International Myeloma Working Group (IMWG), pour le diagnostic, le pronostic et le
suivi de gammapathies monoclonales. D’autres applications sont amenées a se
développer dans les années a venir avec notamment l'intérét des chaines légéres
libres k dans le diagnostic de maladies neuro-inflammatoires telles que la sclérose en

plaques.

Jusqu’a réecemment, leur dosage pouvait étre réalisé par photométrie en milieu trouble
en techniques turbidimétrique ou néphélémétrique. Ces dosages restent délicats,
notamment en raison du risque d’excés d’antigene, de la variabilité inter-lot des
réactifs, du manque de linéarité aux paliers de dilution et de la sensibilité variable des
techniques a la polymérisation des chaines légéres. Récemment, une nouvelle
meéthode a été proposée. Son principe differe puisqu’il s’agit d’'une technique ELISA

qui permettrait d’éviter certains inconvénients des méthodes classiquement utilisées.

Ce travail de thése comporte deux parties. Dans un premier temps, nous avons voulu
vérifier les performances analytiques de cette nouvelle méthode et la comparer avec
la technique utilisée au laboratoire de Biochimie des Protéines du centre hospitalier
universitaire de Lille. Dans un second temps, nous nous sommes intéressés a
l'utilisation de ces résultats par le clinicien dans le cadre de gammapathies

monoclonales.
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En effet, les recommandations internationales de 'lMWG ont été établies sur la base
d’études n’utilisant qu’un seul des coffrets disponibles sur le marché. Or, I'absence de
standardisation entre les dosages des chaines Iégéres libres sériques rend difficile la

transférabilité des résultats.

Avant la présentation de ce travail, nous rappellerons quelques éléments concernant
I'origine des chaines légeéres libres et les principales pathologies au cours desquelles

leur dosage prend tout son intérét.

2 Lalymphopoiese B

Les immunoglobulines (lg) sont produites par les plasmocytes, stade final de la
différenciation des lymphocytes B. Les lymphocytes B représentent environ 5 a 15%
des lymphocytes circulants et sont définis par la présence d’'lg de surface. Ces
immunoglobulines, produites par la cellule elle-méme, jouent le réle de récepteur
spécifique pour I'antigéne, en anglais B-cell receptor (BCR), qui est caractérisé par sa
diversité. On peut séparer l'ontogenése des lymphocytes B en deux phases

principales, dépendantes ou non de la présence d'antigéne (Figure 1).

- La premiére phase de différenciation et de maturation des lymphocytes B est
indépendante de I'antigéne. Elle se déroule dans la moelle osseuse et aboutit
a la génération de lymphocytes B immatures exprimant une immunoglobuline

de surface capable de reconnaitre un antigéne.

- La seconde phase, d’activation et de différenciation finale, est dépendante

d’abord des antigénes du soi puis du non-soi en périphérie, au niveau des

13



organes lymphoides secondaires. Elle aboutit a la formation de plasmocytes et
de cellules B mémoires spécifiques d’un antigene. Les plasmocytes, exprimant
le CD38 et le CD138, sont les cellules effectrices de la réponse immunitaire

humorale en produisant des immunoglobulines.

Progéniteur
Lymphoide

Pré-B

MOELLE OSSEUSE

Lymphocyte B
naif

Lymphocyte B
activé

PERIPHERIE

Lymphocyte B
mémoire mature

Cellule -
lymphoplasmocytaire %Y

Figure 1. Les étapes de la lymphopoiése B

14



3 Les immunoglobulines

3.1 Rappels

Une immunoglobuline, également appelée anticorps, est une glycoprotéine spécifique
d’'un antigéne exprimée a la surface des lymphocytes B, au sein d’'un complexe
moléculaire permettant I'activation cellulaire. Les formes solubles sont présentes et
donc analysables dans la circulation sanguine. En situation normale, les Ig produites
par I'ensemble des clones plasmocytaires d’un individu forment un répertoire
polyclonal. Lors d'une réponse immunitaire, I'expansion temporaire de cellules
activées par l'antigéne peut induire la formation d'un répertoire oligoclonal,
caractérisée par la présence de quelques Ig monoclonales émergeant discrétement

du répertoire polyclonal.

3.2 Structure

Un monomére dlg est une glycoprotéine bivalente constituée par 4 chaines
polypeptidiques identiques deux a deux qui forment ainsi une structure en Y disposée

de fagon symétrique autour d’'un axe double (Figure 2) :

- 2 chaines lourdes identiques reliées entre elles par des ponts disulfures au
niveau d’'une zone charniére
- 2 chaines légéres identiques reliées chacune a une chaine lourde par un pont

disulfure et des interactions non-covalentes

15



Chaine légére
(k, N)

Chaine lourde
(v, 1, @, 6, €)

D . Région constante

|| ¥l Région variable
[ | Région hypervariable
V U —SS—Pont disulfure

Figure 2. Structure d’une immunoglobuline

Au cours de la synthése des Ig par les plasmocytes, des chaines légéres sont
produites en paralléle des chaines lourdes, permettant ainsi la constitution d’'une Ig

fonctionnelle.

Les chaines lourdes et Iégéres d’lg ont chacune des régions constantes et des régions
variables. Le domaine N-terminal de chaque chaine lourde et Iégére comporte a son
extrémité une zone dite « hypervariable » qui est spécifique de chaque Ig et qui permet
la reconnaissance de I'antigéne. Chez 'homme, les chaines légéres sont codées par
deux loci différents, ce qui induit deux types de chaines légéres différenciables : k et A
(1). Les Ig sont synthétisées avec des chaines légéres exclusivement kK ou A, jamais

les deux.
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De la méme fagon, les petites différences de composition en acides aminés des
domaines situés en C-terminal par rapport a la zone charniere déterminent le type
(classe) d’lg : IgG, IgA, IgM, IgD ou IgE dont les chaines lourdes correspondantes sont
respectivement y, a, g, d ou €. De plus, il existe quatre sous-classes d'lgG (IgG 1 a 4)
et deux d'IgA (IgA 1 et 2). La majorité des anticorps sécrétés sont des monoméres,
bien que plusieurs isotypes d’lg forment des oligomeres, tels que les IgA et IgM. Dans
les cellules B, les chaines lourdes, les chaines Iégeres k et les chaines Iégeres A sont
chacune codées par des locus chromosomiques indépendants contenant de multiples

copies de segments de génes analogues.

Pour ce qui concerne les chaines Iégeres, le domaine variable de la chaine l1égére est
construit a partir de segments de génes variables (V) et de jonction (J), tandis que le
domaine constant est codé par un segment de génes constant (C). Chez I'homme, il
existe au moins 1011 variants structurels d'anticorps uniques permettant la

reconnaissance d'un grand nombre d'antigénes différents (2).

Les chaines Iégeres kK sont construites a partir d'environ 40 segments de gene VK
fonctionnels, d'un des 5 segments de géne Jk et d'un seul géne Ck (Figure 3). Les
chaines légéres A sont construites a partir de I'un des 30 segments du géne VA et de
l'une des quatre paires (ou plus) de segments du gene JA fonctionnels et de génes CA.
Des variations sont également trouvées dans une région du domaine variable
correspondant aux 23 premiers acides aminés de la premiére région de la structure.
A l'aide d'anticorps monoclonaux, quatre sous-groupes k (Vk | - Vk IV) et six sous-

groupes A (VA | - VA VI) ont été identifiés (3).

Les structures spécifiques des sous-groupes influencent le potentiel de polymérisation
des chaines légéres libres. Par exemple, I'amylose AL est associée a VA VI et la

maladie des dépbts de chaines légéres a Vk | et VA IV. Outre la recombinaison

17



geéneétique et I'hypermutation somatique des domaines variables, I'hétérogénéité des
chaines légéres découle également de la variation isotypique et allotypique des
domaines constants. Le génome humain contient un nombre variable de génes
constants A, donnant lieu a de multiples isotypes de la chaine A, qui peuvent étre
distingués sérologiquement par I'expression des marqueurs Mcg et Kern-Oz (4). De
plus, le génome contient un seul géne constant k pour lequel trois allotypes définis
sérologiquement ont été identifiés, appelés Km1, Km2 et Km3 (5). Ces allotypes

définissent trois alléles de Km, qui différent par deux acides aminés.

Les Ig et leurs chaines Iégeres présentent donc une grande diversité de structure.
C’est un élément expliquant les difficultés rencontrées dans les immunodosages et

présentées plus loin.

VK 1-40 Jk1-5 Ck1
AT — -
VA 1-30 JA 1-4; CA 1-4

Figure 3. Support génétique d’une immunoglobuline

V : Geéne variable
J : Gene de jonction
C : Gene constant
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4 Chaines légeéres libres sériques

Au cours de la production d’'une Ig par le plasmocyte, il est toujours produit un excés
de chaines légéres k ou A par rapport a la chaine lourde de I'ordre de 40% (6), ce qui
permet une conformation correcte de I'lg compléte. Cet excés est sécrété sous forme
de chaines légéres libres, en anglais free light chains (FLC), en méme temps que
'immunoglobuline entiére, avec une proportion deux fois plus importante des FLC k
par rapport au FLC A. Les FLC k sont généralement monomériques, alors que les FLC
A ont tendance a étre dimériques, reliés par des ponts disulfures ; cependant, des
formes polymeériques k et A peuvent se rencontrer. Les concentrations sériques de FLC
refletent I'équilibre entre leurs taux de production et de clairance rénale. Les FLC sont
rapidement éliminées et métabolisées par les reins (Figure 4). D'une taille d'environ
25 kDa, les FLC monomériques, typiquement k, sont éliminées en 2 a 4 heures. Les
FLC dimériques d'environ 50 kDa, typiquement A, sont éliminées en 3 a 6 heures,
tandis que les polyméres sont éliminés plus lentement (6,7). L’élimination des FLC
peut étre prolongée jusqu'a 2-3 jours chez les patients atteints d'insuffisance rénale
(3,6-8). Ainsi, chez les patients atteints d'insuffisance rénale chronique, les
concentrations de FLC k et A augmentent (9). Lorsque la clairance rénale diminue, une
plus grande proportion de FLC est éliminée par pinocytose par les cellules du systéme
réticulo-endothélial (10). Ce mécanisme de pinocytose élimine les FLC k et A de fagon
équivalente, de sorte que les concentrations relatives de FLC changent pour refléter
plus précisément le taux plus élevé de production de k : le rapport k / A augmente donc

legérement (9).

Au cours d’une infection chronique ou d’'une maladie auto-immune, la moelle osseuse
peut contenir 5 a 10% de plasmocytes sécréteurs d’lg a lorigine d'une

hypergammaglobulinémie polyclonale. Dans ce contexte, les concentrations sériques
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de FLC peuvent étre élevées mais le rapport k/A reste normal. En dehors de ces
situations, on observe des anomalies de production d’lg et/ou de FLC lors des
gammapathies monoclonales. En effet, quand la prolifération plasmocytaire est
monoclonale, un seul type de chaines légéres sera produit en exces et les FLC seront

monoclonales avec un déséquilibre du ratio k/A.

Glomérule Tube

contourné
distal

Tube
contourné
proximal

|
Capsule de / l_&é/
g Bowman X
I
-
_ S l PFLC
droit |/
proximal | ~ Y
Branche ascendante
large de I'anse de Henlé

Branche descendante
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Figure 4. Filtration rénale des FLC
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5 Gammapathies monoclonales

5.1 Généralités

En situation pathologique, I'expansion autonome d'un clone plasmocytaire peut
conduire a I'’émergence d’'un composant monoclonal produit en grande quantité qui est
soit une Ig compléte, soit une chaine Iégére libre, soit les deux; soit
exceptionnellement une chaine lourde isolée. On parle alors de gammapathie ou de

dysglobulinémie monoclonale, terme général regroupant différentes pathologies.

5.2 Myélome Multiple

Le MM est le deuxiéme cancer hématologique aprés le lymphome non hodgkinien et
représente environ 1% de tous les cancers. Dans les populations caucasiennes,
l'incidence annuelle est d’environ 60 pour un million et augmente avec I'age. Le
nombre de nouveaux cas diagnostiqués chaque année est d'environ 40 000 en
Europe. Dans le monde, ce chiffre atteint environ 114 000 individus (11). Le MM est
défini par la prolifération maligne d’un clone de cellules plasmocytaires matures dans
la moelle osseuse, s’accompagnant de la sécrétion d’'une Ig monoclonale compléte ou

de I'un de ses fragments (12) :

- Les MM a Ig intacte sont les plus fréquents (environ 80%)
- Les MM a FLC représentent 15 a 20% des cas.

- Les MM non-sécrétants sont rares (1 a 3% des cas) (13).

Selon les recommandations internationales (14), I'électrophorése des protéines
sériques et le dosage des FLC sériques constituent un moyen efficace de rechercher

les troubles prolifératifs plasmocytaires monoclonaux.
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Jusque 2014, le diagnostic de MM était uniquement basé sur la présence de cellules
plasmocytaires monoclonales en excés dans la moelle osseuse, parallélement a la
présence d'une protéine monoclonale dans le sang ou les urines et au moins une

atteinte apparentée d’organes ou de tissus appelés critéres CRAB :

Hypercalcémie (C)

Insuffisance rénale, en anglais Renal insufficiency (R)

Anémie (A)

Lésions osseuses, en anglais Bone lesions (B)

Depuis, les recommandations internationales définissent également des critéres de
malignité pour le diagnostic du MM (15) qui incluent un envahissement médullaire
plasmocytaire de plus de 60% et/ou plus d’une lésion focale en IRM et/ou un ratio
chaines légéres impliquées / non impliquées = 100, en anglais involved free light
chains / uninvolved free light chains (iFLC/uUFLC) par la technique Freelite® (The
Binding Site, Birmingham, UK) (Figure 5) (16—19). Leur but est de pouvoir prendre en
charge plus rapidement un MM considéré asymptomatique avant les criteres IMWG

de 2014, mais présentant un risque d’évolution rapide en MM symptomatique (20,21).

Nouveaux critéres de I''MWG pour le diagnostic de MM

Plasmocytes clonaux de la moelle osseuse = 10 % ou plasmocytome extramedullalre ou confirme
par blepsle PLUS un événement indiguant un myélome :

Un ou plusieurs biomarqueurs de malignité - Preuve d'une atteinte aux organes cibles. qui peut &tre attribuge
& Plasmocites olamae de la moel e oasstse =-£05 au trouble proliferatif plasmocytaire sous-jacent :

. . G . . < " ; aemial Smie)
* Rapport de CLLs impliqués/non impliques > 100* Hypercalcaemia (hypercalcemie

s
S Vi ou * Renal insufficiency (insuffisance renale) Criteres
* = lesion focale a l'etude d'IRM ; S
*  Anaemia (anémie) CRAB
* |a concentration Freelite impliqués doit &tre = 100 mg/l * Bone lesions ([ésions CIESELIEEG]

Figure 5. Criteres de 'lMWG 2014 pour le diagnostic de myélome multiple
d’apres The Binding Site (Birmingham, UK).
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5.3 Cas particulier du myélome a chaines légéres libres

Le myélome a FLC est une forme clinique marquée par la sécrétion d'une
immunoglobuline incompléte ou seules les chaines Iégéres k ou A sont synthétisées
sans chaine lourde associée. Ces chaines légeéres libres monoclonales habituellement
filtrées par le glomérule peuvent précipiter dans la lumiére des tubules rénaux avec
'uromoduline (22) (protéine de Tamm-Horsfall) entrainant ainsi I'apparition de cellules
géantes multinucléées a leur contact, un reflux urinaire vers les segments tubulaires
d’amont, et une fibrose interstitielle proximale responsable d’une insuffisance rénale :
on parle alors de néphropathie a cylindres myélomateux qui est la complication rénale
la plus fréquente du MM (Figure 6). L’atteinte rénale peut cependant étre d’origine

multiple (hypercalcémie, dépbts amyloides, cryoglobuline) (23).
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@ Uromoduline (Tamm-Horsfall protein)

Figure 6. Physiopathologie de la néphropathie a cylindres myélomateux

54 Maladie de Waldenstrom

Le lymphome lymphoplasmocytaire est un lymphome non hodgkinien (LNH) rare a
cellules B matures caractérisé par la présence de cellules lymphoplasmocytaires dans
la moelle osseuse (24). La présence en plus d'une protéine IgM monoclonale dans le
sérum définit la maladie de Waldenstrom (MW) (25). Le taux d’incidence de la MW est
d’environ 5 cas par million d’habitants et par an (26). L'lgM sérique est appelée
également macroglobuline de par sa capacité a polymériser en pentaméres,
expliquant que la MW est encore appelée « macroglobulinémie de Waldenstrom » ;
cette polymérisation peut impacter la quantification de I'lgM au laboratoire (27) et étre

responsable d’interférences sur d’autres paramétres biologiques (28,29).
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5.5 MGUS

La gammapathie monoclonale de signification indéterminée, en anglais Monoclonal
Gammapathy of Undetermined Significance (MGUS), se caractérise par la présence
d'une protéine monoclonale dans le sérum d'individus asymptomatiques ne répondant
pas aux critéres de diagnostic du myélome multiple, de I'amylose AL, de la maladie de
Waldenstrom ou d’autres étiologies malignes. Une MGUS est retrouvée chez environ
3% des sujets de plus de 50 ans et 5% chez ceux de plus de 70 ans (30). Alors que la
plupart des patients atteints de MGUS sont stables et restent asymptomatiques, une
petite proportion peut évoluer vers une pathologie maligne telle que le MM avec un
risque annuel d'environ 0,5 a 1% (31-33). L'IMWG distingue trois catégories ; les
MGUS non-IgM (IgG ou IgA), les MGUS IgM et MGUS a FLC (15). Ces derniers ont
un risque d’évolution élevé vers un myélome a chaines Iégéres (34,35). Plusieurs
études ont montré un lien entre un ratio k/A anormal et la progression vers un MM de

patients suivis pour une MGUS (33,36,37).

5.6 Amylose AL

L’amylose AL, en anglais light-chain amyloidosis, dont le taux d’incidence est d’environ
12 cas par million d’habitants et par an (38), est un trouble de la conformation protéique
caractérisé par une accumulation de chaines Iégéres libres monoclonales ou de leurs
fragments, sous forme de fibrilles amyloides insolubles extra-cellulaires occasionnant
des lésions fonctionnelles et structurelles d’'organes. On retrouve classiquement un
clone plasmocytaire sécrétant des FLC monoclonales, le plus souvent du

sous-type A (39).
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Le diagnostic de I'amylose repose initialement sur une biopsie tissulaire ou les dépéts
amyloides se colorent au rouge Congo et produisent une biréfringence
pathognomonique jaune-verte en lumiere polarisée ; Il est complété par le typage du
dépb6t par immunohistochimie, immunofluorescence ou immunogold (40,41).
L’amylose AL est ainsi une maladie systémique qui touche principalement le rein
(74%), le coeur (60%), le foie (27%) et le systeme nerveux périphérique (22%) (42). La
nature de la chaine légere impliquée influe sur le spectre d’organes atteints : les
chaines k affectent principalement le tractus digestif et le foie, tandis que les chaines
A vont davantage toucher le rein (39). La distribution tissulaire peut étre aussi associee
aux caractéristiques structurelles de la chaine monoclonale impliquée qui peut

favoriser sa potentielle polymérisation (43).

5.7 Leucémie lymphoide chronique

La leucémie lymphoide chronique (LLC) correspond a une prolifération monoclonale
de lymphocytes B matures, de siége médullaire et sanguin. Les lymphocytes sont le
plus souvent normaux morphologiquement, mais anormaux au plan fonctionnel. La
LLC peut s’accompagner dans environ 10% des cas d'une dysglobulinémie

monoclonale, le plus souvent a IgM.

5.8 Lymphome malin non-hodgkinien

Le lymphome malin non-hodgkinien est un syndrome lymphoprolifératif a cellules
matures T ou B qui peut s’accompagner d'une gammapathie monoclonale autre

qu’une protéine monoclonale IgM (cas de la MW).
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6 FLC: marqueurs diagnostiques et pronostiques dans les

pathologies monoclonales plasmocytaires

A ce jour, les dosages de FLC sont essentiellement utilisés dans I'exploration du MM

et de l'amylose AL. La majorité des patients atteints de MM produisent une

immunoglobuline monoclonale compléte qui est utilisée pour surveiller la réponse au

traitement. Cependant des études ont rapporté que 96% de ces patients produisent

également des FLC monoclonales détectables dans le sérum (Figure 7) (44).

De nombreuses études ont montré la valeur pronostique des FLC lors du
diagnostic de MM (45-47) amenant ainsi I'introduction du rapport iFLC/uFLC

par 'IMWG en 2014 (15).

Le dosage des FLC est également un marqueur de réponse au traitement dans
le cadre du MM, en effet, depuis 2016, 'IMWG intégre le ratio k/A dans les
crittres de réponse aux traitements (48) (Table 1) qui est un indicateur
pronostique fort de la survie du patient a long-terme (49). De plus, la demi-vie
courte des FLC comparativement a celles des immunoglobulines complétes
permet de donner une indication plus précoce sur la réponse aux traitements

produisant une réduction tumorale rapide comme le bortézomib (50,51).

Le dosage des FLC est également essentiel dans la réponse hématologique de
'amylose AL avec la notion de dFLC (iFLC — uFLC) (52) (Table 2). La cinétique
de la diminution de la dFLC est aussi importante d’'un point de vue pronostique

pour le patient (53).
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Figure 7. Production de FLC dans le cadre de gammapathies monoclonales
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Table 1. Critéres pour I'évaluation de la réponse hématologique du MM apres traitement, basés sur les recommandations internationales de 'lMWG

CATEGORIE DE REPONSE

REPONSE COMPLETE (RC)

REPONSE COMPLETE STRINGENTE

(RCS)

TRES BONNE REPONSE PARTIELLE

(TBRP)

REPONSE PARTIELLE (RP)

MALADIE STABLE (MS)

MALADIE PROGRESSIVE (MP)

MYELOME MULTIPLE

Définition

- Immunofixation sérique et urinaire négatives avec disparition des plasmocytomes des tissus mous et plasmocytose
médullaire <5%
- En cas de maladie uniquement mesurable par le taux de FLC : k/A normal en complément des autres criteres

- Réponse compléete avec k/A normal
- Absence de cellules clonales dans la moelle osseuse en immunohistochimie ou immunofluorescence.

- Composant monoclonal détectable dans le sang ou dans les urines en immunofixation mais pas a I'électrophorése
- Ou réduction d’au moins 90% du composant monoclonal sérique avec un composant monoclonal urinaire <100 mg/24h.

En cas de maladie uniquement mesurable par le taux sérique de FLC : réduction de plus de 90% de la dFLC

Réduction d’au moins 50% du composant monoclonal sérique et réduction du composant monoclonal urinaire d’au moins 90 %
(ou <200 mg/24h).

- Sile composant monoclonal n’est pas mesurable dans le sang ou dans les urines : réduction d’au moins 50% de la dFLC.
- Sile composant monoclonal et les FLC ne sont pas mesurables : diminution d’au moins 50% de la plasmocytose médullaire
(a condition d’'un pourcentage initial de plasmocytes = 30%).

Absence des criteres de RC, RCs, TBRP, RP et de maladie progressive.

Augmentation de 25% par rapport a la valeur la plus basse d’'un ou de plusieurs des marqueurs suivants :

- Composant monoclonal sérique
- Composant monoclonal urinaire
- Plasmocytose médullaire

Ou apparition de Iésions osseuses ou augmentation de taille des Iésions osseuses ou plasmocytomes existants.

Chez les patients dont le composant monoclonal n’est pas mesurable dans le sang ou dans les urines :

- Augmentation de la dFLC d’au moins 100 mg/L
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Table 2. Criteres pour I'évaluation de la réponse hématologique de I'amylose AL apres traitement,
basés sur les recommandations internationales du consortium de la recherche clinique
sur 'amylose AL (52).

AMYLOSE AL

CATEGORIE DE REPONSE Définition

REPONSE COMPLETE Normalisation de la concentration sérique des
chaines légéres libres et immunofixation négative
dans le sérum et les urines

TRES BONNE REPONSE PARTIELLE dFLC <40mg/L
REPONSE PARTIELLE Diminution de la dFLC d’au moins 50%
NON-REPONDEUR Diminution de la dFLC de moins de 50%
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7 Les méthodes de dosages des FLC

7.1  Historique

L’identification des molécules k et A est devenue possible avec I'utilisation d’anticorps
spécifiques de chaque type de protéine. L'immunodiffusion fut initialement utilisée (54),
puis I'immunoélectrophorése (55), suivies de I'immunodiffusion radiale et enfin la
photométrie avec la turbidimétrie et la néphélémétrie. Les premiéres tentatives de
dosage des chaines légeres libres sériques remontent a 1975 par chromatographie
(56-58), néanmoins ces tests étaient difficilement adaptables pour une utilisation en

routine.

Par la suite, les études se sont concentrées sur la mise au point d’anticorps dirigés
contre des épitopes situés entre I'interface chaines lourdes / chaines Iégéres pour ne
cibler que les formes libres. Les dosages radio-immunologiques et immuno-
enzymatiques utilisant des antisérums polyclonaux dirigés contre les FLC ont été
développés pour analyser des échantillons d'urine, mais la spécificité n’était pas
suffisante pour des mesures sériques (59,60) ; de plus la polymérisation hétérogéne
des FLC fut responsable d’artéfacts de mesure (61) ; en effet, seuls quelques épitopes
a domaine constant sont disponibles pour la reconnaissance des FLC et la formation
de multiméres, en particulier pour les chaines A, réduit encore le nombre de liaisons

possibles (62,63).

L'utilisation d'anticorps monoclonaux était une approche évidente pour améliorer la
spécificité de I'analyse (Figure 8), mais les réactifs étaient difficiles a développer et
leur utilisation était initialement limitée aux dosages radio-immunologiques et aux

analyses immuno-enzymatiques (64—66).
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En 2001, des dosages immunologiques basés sur des anticorps polyclonaux ont
finalement été développés (Figure 8), permettant de mesurer les FLC a des
concentrations sériques normales (67). Par la suite, des concentrations élevées de
FLC étaient retrouvées chez 224 patients atteints de MM a chaines légéres et

présentant une protéinurie de Bence-Jones confirmant ainsi I'efficacité du dosage (68).
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Figure 8. Schématisation d’une production d’anticorps monoclonaux et polyclonaux a partir d’animaux
A : Anticorps monoclonal
B : Anticorps polyclonal
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7.2  Freelite®

Le dosage Freelite® (The Binding Site, Birmingham, UK) est un test photométrique en
milieu trouble développé en 2001 permettant la quantification des FLC (67). Il utilise
des antiséerums polyclonaux de moutons immunisés contre des chaines kK et A,
purifiées, provenant d’échantillons d’urine humaine contenant une protéinurie de

Bence-Jones.

Ces anticorps sont dirigés contre des épitopes des FLC situés a l'interface entre les
chaines légéres et lourdes des immunoglobulines qui ne sont accessibles que lorsque
la chaine légére est libre ce qui offre la possibilité de reconnaitre un large spectre de
protéines monoclonales. Ce test repose sur I'apparition d’un trouble dans le milieu
réactionnel lié a la formation d’'un complexe immun lors de I'ajout d’anticorps anti-k ou
anti-A dans le sérum du patient (Figure 9). Une source lumineuse traverse le milieu et
la lumiére transmise parvient a un détecteur : l'intensité lumineuse transmise diminue
de fagon inversement proportionnelle a la concentration en chaines légéres libres

sériques ; cette technique correspond a la turbidimétrie.

Il est également possible de mesurer la lumiere diffusée par le milieu réactionnel ce
qui correspond cette fois a la néphélémétrie. Dans ce cas, l'intensité de la lumiere

diffusée augmente de fagon proportionnelle a la concentration en FLC.

Le test Freelite® dose les FLC par turbidimétrie sur les analyseurs SpaPLUS®, Optilite®
(The Binding Site, Birmingham, UK) et Cobas® (Roche, Bale, Suisse) ou par
néphélémétrie sur les analyseurs BNII®, BN ProSpec® (Siemens, Munich, Allemagne),
IMMAGE® 800 (Beckman Coulter, Brea, USA) et MININEPHplus® (The Binding Site,

Birmingham, UK).
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Figure 9. Schématisation des techniques photométriques en milieu trouble
A : Turbidimétrie
B : Néphélémétrie

7.3 N-Latex FLC®

Le dosage N-Latex® FLC (Siemens, Munich, Allemagne) est un test néphélémétrique
de quantification des FLC disponible uniquement sur les analyseurs BNII®, BN
ProSpec® et Atellica NEPH 630® de ce fournisseur. Développé en 2011 (69), il utilise
des antisérums monoclonaux de souris. Des lymphocytes B sont ainsi isolés et

combinés avec une lignée immortelle pour former un hybridome qui produira
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'anticorps de spécificité souhaitée. Les anticorps sont ensuite purifiés par
chromatographie a débit rapide et couplés par liaison covalente a des particules de
polystyréne micronisées. Enfin, différents lots de particules sont mélangés afin de
garantir une collection d’anticorps monoclonaux dans le réactif final qui puisse détecter

'’ensemble des chaines Kk et A.

7.4 Diazyme’s Human Free Light Chain Assays®

Le dosage Diazyme’s Human Free Light Chain Assays® (Diazyme laboratories,
Poway, USA) est un nouveau test turbidimétrique de quantification des FLC disponible
sur les analyseurs Cobas®, Advia 1800 (Siemens, Munich, Allemagne) et Architect
C® (Abbott, Chicago, USA) développé en 2018 (70) qui utilise des antisérums

polyclonaux de lapin.

7.5 KAOneous®Free Light Chains

Le dosage kAOneous® Free Light Chains (Trimero Diagnostics, Barcelone, Espagne)
est un test photométrique en milieu trouble de quantification des FLC disponible par
turbidimétrie sur l'analyseur Advia 1800 (Siemens, Munich, Allemagne) ou par
néphélémétrie sur les analyseurs BNII®, BN ProSpec® (Siemens, Munich, Allemagne)
et IMMAGE® 800 (Beckman Coulter, Brea, USA) qui utilise des antisérums

polyclonaux.

7.6 Seralite®

Le dosage Seralite® (Abingdon Health, Sand Hutton, UK), développé en 2016 (71), est

un test immunochromatographique, en anglais /ateral flow test, de quantification des
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FLC basé sur une inhibition compétitive. Il utilise des anticorps monoclonaux de souris.
Cette technologie repose sur un principe de capillarité via une membrane de

nitrocellulose (Figure 10) :

- L’échantillon s'écoule le long du dispositif de test en passant a travers des
particules d’or coatées avec un anticorps anti-k ou anti-A avant d’atteindre la
zone de test contenant des FLC.

- Plus la concentration en FLC de I'échantillon est élevée, moins le nombre de
conjugués d’or pouvant former un complexe immun avec la ligne de test Kk ou A
est important, si bien que l'intensité de la bande de test est inversement
proportionnelle a la concentration en FLC.

- Lalecture est ensuite automatisée avec I'analyseur ADxLR5® Reader du méme

fournisseur.

Seralite®- FLC Schematic Diagram

Control line-
Biotinylated BSA

1
. Lambda test line \ Absorbent pad
Sample, containing

FLC Kappa test I|ne
),

Conjugated gold u‘g

(immobilised) Nitrocellulose membrane

+4
+
4
A @ + 4 FreeLight Chains

@ \-FLCpreparation

&) K-FLCpreparation

Conjugate release pad . Biotinylated BSA
Sample Pad @< Gold particle with anti-\ FLC antibody
@ Gold particle with anti-K FLC antibody

@ Gold particle with anti-Biotin antibody

Figure 10. Schématisation de la technique immunochromatographique Seralite®
d’apres Abingdon Health (Sand Hutton, UK).
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7.7 Sebia FLC®

Le dosage Sebia FLC® (Sebia, Lisses, France) que nous évaluons dans ce travail, est
un nouveau test immunoenzymatique ELISA de quantification des FLC sur I'analyseur
AP22 ELITE (DAS, Rome, ltalie). Il a été développé en 2017 (72), et utilise des

antisérums polyclonaux de lapin.

Ce test ELISA repose sur 'ajout du sérum du patient, fortement dilué au préalable au
1/1000, sur une microplaque coatée avec un anticorps dit de capture anti-k ou anti-A
en exces (Figure 11) : ceci induit la formation de complexes immuns aprés incubation
de l'échantillon. Apres lavage, un anticorps secondaire conjugué a une enzyme
(peroxydase) est ajouté en excés. Cet anticorps est spécifique d’'un autre épitope de
I'antigene ce qui crée un « sandwich ». La plaque est rincée a nouveau pour éliminer
I'excés du deuxieme anticorps. Le substrat de la peroxydase est ensuite ajouté. Une
fois le substrat clivé, une coloration jaune apparait. Enfin, la lecture de la densité

optique est réalisée par spectrophotométrie d’absorbance a 450 nm.

L’intensité du signal est ainsi directement proportionnelle a la concentration en FLC,
elle-méme obtenue a partir d'une courbe de calibration issue de calibrateurs de

concentrations connues analysés sur la méme microplaque que le sérum du patient.
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Figure 11. Schématisation d’une technique ELISA

7.8 Difficultés des méthodes de dosage des chaines légéres libres

Les dosages des chaines libres k et A restent délicats, notamment en raison du
phénoméne d’excés d’antigéne, de la variabilité inter-lot, du manque de linéarité aux
paliers de dilution des techniques, de la possible polymérisation des FLC et de

I'absence de standardisation entre les techniques.
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a) Le phénomene d’exces d’antigene, ou phénoméne de zone, se produit
lorsqu’un antigéne est présent a des niveaux si élevés qu’il interfére avec la
réticulation antigéne-anticorps (Figure 12), entrainant la formation de
complexes immuns plus petits, ce qui conduit a des résultats sous-estimés dans
les techniques photométriques en milieu trouble. En effet, selon la courbe
d’'Heidelberger et Kendall, une intensité de signal y peut correspondre a deux
concentrations d’antigéne x4 ou x2 (Figure 13). C’est pourquoi la zone de
mesure doit se limiter a la partie ascendante de la courbe (zone d’excés
d’anticorps).

Certaines études ont essayé de quantifier I'incidence de ce phénomene lors
des dosages et ont rapporté une fréquence de 0,12% a 5,4% (73-75) ; les
concentrations mesurées en chaines légéres libres présentent une grande
amplitude de valeurs (0.5 mg/L a plus de 100000 mg/L) : cette gamme de
mesure est parmi les plus importantes retrouvées pour une protéine, si bien
qu’une proportion non négligeable d’échantillons peut étre impactée par I'excés
d’antigéne. De par I'hnétérogénéité des formes existantes en chaine k et A et les
difféerents points d’équivalences associés, il est trés difficile de prédire la
concentration de survenue d’'un excés d’antigéne.

Les analyseurs SpaPLUS® et Optilite® disposent d’'un systéme de détection
d’excés d’antigéne par étude de la cinétique de réaction en 3 temps: les
échantillons avec une cinétique de réaction tres rapide sont susceptibles de
présenter un excés d’antigéne. lls sont signalés a I'opérateur et une dilution
supplémentaire est réalisée (76). Néanmoins, ce systeme est parfois pris en
défaut et de nombreux cas d'excés d’antigene ont été rapportés dans la

littérature (77-79).

39



Ces situations illustrent I'importance de travailler dans la zone d’excés
d’anticorps. De plus, le biologiste doit pouvoir interpréter les dosages de FLC

conjointement aux résultats de I'électrophorese et de I'immunofixation sériques.
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Figure 12. Mécanisme de I'excés d’antigene d’apres Heidelberger et Kendall
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Figure 13. Conséquence de I'exces d’antigene
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b)

d)

Une autre difficulté réside dans la variabilité inter-lot des anticorps polyclonaux :
le suivi des patients s’effectuant la plupart du temps sur plusieurs années, il est
essentiel de minimiser toute modification de la composition des réactifs. Le
fournisseur The Binding Site garantit une homologie d’au moins 90% entre deux

lots de réactifs successifs.

Le manque de linéarité aux paliers de dilution est un probléme connu du dosage
des FLC par méthodes photométriques (80). Ce phénoméne correspond au cas
ou la concentration en FLC de I'échantillon mesuré a différentes dilutions peut

donner des résultats sensiblement différents.

Le phénomene de polymérisation des chaines légéres agit comme une cible
multi-antigénique dans les tests d’immunoprécipitation ce qui accélere la
formation d’agrégats et peut conduire a une surestimation des concentrations
(81). Les concentrations mesurées paraissent alors discordantes avec le profil

électrophorétique et/ou d'immunofixation.

La méthode Freelite® est aujourd’hui la seule technique évaluée dans les

recommandations internationales de I'lMWG ce qui pose le probléme de la

transférabilité des résultats lorsqu’une autre méthode est utilisée.
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8 Objectifs

Le coffret Sebia FLC® récemment commercialisé adopte une nouvelle approche dans
le dosage des chaines légéres libres en s’appuyant sur une technique ELISA sandwich
plutét que sur la turbidimétrie ou la néphélémétrie. La meilleure sensibilité attendue de
ce nouveau test permet de travailler a des dilutions 100 fois plus importantes que

Freelite®, si bien que le risque d’excés d’antigéne devrait s’en trouver diminué.

L’ objectif de ce travail est d’étudier les performances analytiques du coffret Sebia FLC®
encore peu documenté par rapport au coffret Freelite®, en réalisant une validation de
méthode d’aprés les recommandations internationales, dans le contexte de I'activité

du laboratoire de Biochimie des protéines du CHU de Lille.

Nous voulons également vérifier les intervalles de référence du fournisseur par rapport

a notre recrutement de patients hospitaliers.

Enfin, nous souhaitons également étudier la transférabilité de cette méthode dans la
prise en charge du myélome multiple et de 'amylose AL compte-tenu du fait que les

référentiels ont été établis avec la méthode Freelite®.
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Matériel et méthodes

1 Population étudiée

Nous avons inclus 1155 patients ayant fait I'objet d’'une demande de dosage des FLC
sériques dont les sérums ont été recueillis de facon prospective au laboratoire
spécialisé de Biochimie des Protéines du CHU de Lille sur une période allant du 27
juin 2017 au 15 juillet 2019. Ces sérums ont été obtenus aprés prélévement sur un
tube sec Vacutainer® avec activateur de coagulation de 4 mL (Becton Dickinson,

Franklin Lakes, USA) et centrifugation a 3000 rpm pendant 10min.

Nous avons également suivi 96 patients de cette cohorte initiale de fagon randomisée
afin d’analyser I'évolution de leur ratio k/A ou de la dFLC du 1¢" décembre 2017 au 15
juillet 2019. Cette étude a pour but de vérifier que les résultats obtenus par la technique
Sebia FLC® renseignent sur le suivi du patient de fagon identique a ceux de la méthode

Freelite®.

Enfin, nous avons recueilli les données épidémiologiques de notre cohorte (date de
naissance, sexe, présence d'une gammapathie monoclonale, fonction rénale)
au moyen du systtme de gestion de [linformation du laboratoire MOLIS®
(CompuGroup Medical, Koblenz, Allemagne). Toutes les données ont été extraites de
la base de données sur la biologie humaine précédemment autorisée par le ministére
de I'enseignement supérieur et de la recherche (n°DC-2008-642). Par conséquent,

aucun consentement éclairé écrit n'était nécessaire pour cette étude.
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2 Dosage des chaines légeéres libres sériques

Les tests Freelite® (réf. LK016.S et LK018.S, The Binding Site, Birmingham, UK) ont
été réalisés par turbidimétrie sur automate SpaPLUS®. La dilution initiale du sérum du
patient est de 1/10 (Figure 14) : lorsque la limite inférieure de détection est atteinte, un
nouveau passage de I'échantillon est programmé au 1/1 ; et lorsque la limite
supérieure de détection est atteinte ou que I'échantillon est susceptible de présenter
un excés d’antigéne, l'automate permet d’effectuer des passages a une dilution
automatisée de 1/100 puis manuelle de 1/1000 ou 1/10 000. L’intervalle de référence
de la technique Freelite® est de 3,3-19,4 mg/L pour les FLC k, de 5,71-26,3 mg/L pour

les FLC A et de 0,26-1,65 pour le ratio k/A (82)

Les tests Sebia FLC® (réf. N°5100 et 5101, Sebia, Lisses, France) ont été réalisés sur
automate AP22 ELITE. La dilution initiale est de 1/1000 (Figure 14) : lorsque la limite
inférieure de détection est atteinte, un nouveau passage de ['échantillon est
programmé a une dilution de 1/250 ; et lorsque la limite supérieure de détection est
atteinte, 'automate permet d’effectuer des passages a des dilutions automatisées de
1/10 000 puis 1/100 000. Ces dilutions supplémentaires sont a réaliser lors d’'une
nouvelle série ou peuvent-étre anticipées en complément de la dilution initiale sur la
méme micro-plaque. L’intervalle de référence de la technique Sebia FLC® est de 5,2-
15,3 mg/L pour les FLC k, de 8,2-18,1 mg/L pour les FLC A et de 0,37-1,44 pour le

ratio k/A (72).

Le nombre de dilutions réalisées pour chaque échantillon a été comptabilisé afin

d’évaluer le gain possible pour le laboratoire.
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Figure 14. Organigramme de dilution de la technique Sebia FLC® sur DAS AP22 ELITE et de la
technique Freelite® sur SpaPLUS®

3 Validation de la méthode Sebia FLC®

La norme ISO 15189 est une norme internationale spécifique aux laboratoires de
biologie médicale (LBM). Elle traduit les exigences particuliéres concernant la qualité
et la compétence professionnelle et couvre la totalité des activités du laboratoire afin
de garantir la fiabilité des examens de Biologie médicale réalisés et la qualité de la
prestation médicale offerte par un LBM. L’article L. 6221-1 du Code de la santé
publique rend obligatoire I'accréditation des LBM sur I'ensemble de I'activité qu’ils
réalisent d’ici 2020. Cette accréditation est délivrée par le Comité frangais

d’accréditation (COFRAC). Nous avons donc suivi la méthodologie décrite par le
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COFRAC dans le SH GTA 04 (Révision 1 — avril 2015) pour la réalisation du plan
expérimental nécessaire a la validation de méthode en portée A. Nous avons réalisé
une vérification sur site des tests de répétabilité, de fidélité intermédiaire, de
contamination et d’interférences pour cette nouvelle technique ELISA Sebia FLC® qui
dispose du marquage CE. Les criteres de limite de détection, d’étendue de mesure et

de robustesse retenus sont ceux de la notice technique du fournisseur.

3.1 Répétabilité

La répétabilité correspond a la fidélité des résultats obtenus sur un méme échantillon
soumis a I'essai dans les mémes conditions : opérateur, lot de réactifs, instrument,
étalonnage. Nous avons donc constitué un mélange de sérums issus d’échantillons de
notre cohorte initiale afin d’obtenir un volume suffisant pour la réalisation de 30

dosages Sebia FLC® successifs au sein de la méme série.

3.2 Fidélité intermédiaire
La fidélité intermédiaire correspond a la fidélité des résultats obtenus sur un méme
échantillon soumis a l'essai dans des conditions différentes. Nous avons donc
sélectionné deux échantillons de notre cohorte initiale, le contrle de qualité interne

(CQI) du coffret réactif et des contrbles complémentaires Sebia afin de réaliser de

multiples dosages Sebia FLC® dans différentes séries sur plusieurs jours.

3.3 Contamination

La contamination inter-échantillons est un phénoméne qui résulte du transfert d’'une

partie d’'un échantillon dans un autre. Un échantillon de concentration élevée de
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I'analyte peut altérer I'exactitude de la mesure d’'un autre échantillon de niveau faible
dosé a la suite. Nous avons donc constitué un mélange de concentration élevé en
chaines légeres K et A et un autre a une concentration basse. Cette contamination a
été évaluée en analysant le mélange de concentration élevé (H) 3 fois
consécutivement suivi du mélange de concentration basse (B) également dosé 3 fois.
La séquence a été répéetée 5 fois au sein d'une méme série (H1H2H3-B1B2B3-

H1H2H3-B1B2B3-H1H2H3-B1B2B3-H1H2H3-B1B2B3-H1H2H3-B1B2B3).

Afin d’éviter lI'introduction d’un biais, nous avons volontairement choisi de ne pas diluer
les échantillons en dehors des limites de détection du dosage. Une unique mesure a
une dilution supérieure en fin de série a permis d’obtenir la concentration de chaines
légéres libres k et A de notre mélange par la technique Sebia FLC®. Le % de
contamination est obtenu selon la formule suivante d’aprés le SH GTA 04 (Révision 1

— avril 2015) :

Contamination (%) = (mB1 —mB3) / (mH —mB3) x 100

- mB1 = moyenne des échantillons B1
- mB3 = moyenne des échantillons B3

- mH = moyenne des échantillons H

34 Interférences

Des interférences pré-analytiques liées a l'aspect du sérum (hémolyse, ictére,
lactescence) peuvent conduire a des résultats erronés, en cas de dosage utilisant des
meéthodes optiques de détection. L’influence de ces interférences a été évaluée sur

une sélection de sérum de notre cohorte. Pour cela, nous avons réalisé des
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surcharges in vitro d’hémoglobine, de bilirubine et de lipides pour évaluer
respectivement I'impact de 'hémolyse, de l'ictére et de la lactescence sur les dosages
Sebia FLC®. La différence de résultats observés aprés surcharge est comparée a 2,8
x coefficient de variation (CV) de fidélité intermédiaire du niveau de contrble de
concentration la plus proche (83). Si la différence entre les deux valeurs est inférieure
a 2,8 x CV de fidelité intermédiaire (limite acceptable en cas de repasse), il n'y a pas

de différence significative.

3.4.1 Hémolyse

L’influence de 'hémoglobine a été testée a partir d'un hémolysat obtenu a I'aide d’'une
solution d’hématies lavées, hémolysées et diluées. La concentration du milieu en
hémoglobine a ensuite été dosée par méthode spectrophotométrique

(cyanméthémoglobine) sur automate XN-1000® (Sysmex Corporation, Kobe, Japon).

Les surcharges ont été effectuées selon la table 3 ci-dessous :

Table 3. Protocole pour la réalisation du test de surcharge en hémoglobine.

Tube 1 2 3 4 5 6
Volume sérum (L) 450 | 450 | 450 | 450 | 450 | 450
Volume hémolysat (uL) 0 2 6 9 13 18

Volume NaCl 150 mmol/L (uL)| 50 48 44 41 37 32

Hémoglobine théorique (g/L) 0 0,8 2,5 3,8 55 7,6
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3.4.2 Lactescence

L'influence de la lactescence a été testée a partir d'une solution d’Intralipide®

(Fresenius, Bad Homburg vor der Hohe, Allemagne) a 20% diluée selon la table 4 ci-

dessous :
Table 4. Protocole pour la réalisation du test de surcharge en triglycérides.

Tube 1 2 3 4 5
Dilution Intralipide® 1/80 1/40 1/20 1/10
Volume (uL) 100 100 100 100
NaCl 150mmol/L (uL) 100

Sérum (uL) 900 900 900 900 900
[Triglycérides] théorique (mmol/L)| 2 3 4.6 5 7
Aspect Clair | Opalescent | Lactescent | Lactescent | Lactescent
3.4.3 Ictere

L’influence de l'ictére a été testée a partir d’'une solution de bilirubine a 5,1 mmol/L

obtenue de la fagon suivante :

- Bilirubine (Merck, Darmstadt, Allemagne) : 30 mg
- NaOH 0,1 mol/L : 2,5 mL

- Eau distillée : 7,5 mL

49



Les surcharges ont été effectuées selon la table 5 ci-dessous :

Table 5. Protocole pour la réalisation du test de surcharge en bilirubine.

Tube 1 2 3 4 5 6 7
Volume de sérum (L) 450 450 450 450 450 450 450
Solution de bilirubine (L) 0 2,5 5 10 25 37,5 50
NaCl 150 mmol/L (L) 50 47,5 45 40 25 12,5 0
Surcharge théorique (umol/L) 0 25 50 100 250 375 500

En raison du caractere photosensible de la bilirubine, nous nous sommes assurés que
celle-ci n’ait pas été degradée durant notre étude. Nous avons réalisé pour cela un
dosage de la bilirubine totale par méthode colorimétrique (diazoréaction) sur analyseur

Cobas C502® (Roche, Bale, Suisse) a TO puis a T+4H (données non présentées).

3.5 Evaluation externe de la qualité

Le LBM se doit de participer a des comparaisons inter-laboratoires, telles que celles
organisées dans le cadre de programmes d’évaluation externe de la qualité (EEQ) afin
de bénéficier d’'une évaluation, par rapport a ses pairs, de I'exactitude des résultats
rendus. Le laboratoire de Biochimie des Protéines de Lille participe a différents

programmes :

-  RIQAS Specific Protein EQA (Randox Laboratories, Crumlin, UK) qui propose
de suivre de fagon bimensuelle les performances analytiques de 26 protéines

spécifiques dont les chaines Iégéres libres k et A.
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- UK Negas Monoclonal Protein Identification (Sheffield, UK) qui propose de
suivre de fagon bimestrielle la capacité du laboratoire a identifier une
gammapathie monoclonale et qui comprend une évaluation du dosage des
FLC.

- ProBioQual Biochimie Sérique CQH (Lyon, France) qui propose une évaluation

six fois par an de protéines spécifiques dont les FLC.

Nous avons donc dosé 10 échantillons RIQAS EQA, 1 UK Neqas et 3 échantillons

ProBioQual par méthode Sebia FLCP®.

4 Méthodes statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées a I'aide du logiciel MedCalc® (version 17.4,
MedCalc Software bvba, Ostend, Belgium) et les figures ont été construites a I'aide du

logiciel GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

Les parametres qualitatifs ont été décrits par les effectifs et pourcentages. Les
parameétres quantitatifs ont été exprimés en médiane (écart interquartile). Les
comparaisons de populations ont été réalisées par I'intermédiaire des tests de Student
pour les variables quantitatives, et par le test exact de Fisher pour les variables

qualitatives.

La comparaison des kits de dosage de chaines légéres libres Freelite® et Sebia FLC®
a été réalisée selon les recommandations du Clinical & Laboratory Standards Institute

(CLSI) (84) :
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Etude de la corrélation entre les taux de chaines légéres libres k, A et le
ratio K/A mesurés pour chaque fournisseur, par lintermédiaire de
régressions linéaires de type Il (dites « de Deming ») et le calcul de
coefficients de corrélation de Pearson, aprés log-transformation des

données en cas de distribution initiale non-normale.

Etude du biais moyen entre les kits des deux fournisseurs, basée sur la
construction de diagrammes des différences. Les diagrammes de type
rank-order difference plots (représentation en abscisse du rang de
chaque paire de mesures utilisée et en ordonnée de la différence brute
et de la différence exprimée en pourcentage de la moyenne des deux
mesures) ont été choisis pour optimiser la représentation en raison de la
large gamme de mesure des techniques. La gamme de mesure était par
la suite découpée en différents intervalles, selon le signe et la distribution
des différences calculées. Le biais moyen (intervalle de confiance a 95
%) et les limites d’agrément étaient calculés pour chaque intervalle de

mesure.

Enfin la concordance des valeurs de ratios de chaines légéres libres a
éteé étudiée par le calcul du kappa de Cohen sur les ratios catégorisés en
3 classes : ratio bas, ratio normal ou ratio élevé, selon les normes

publiées actuellement en vigueur pour chaque kit de dosage.
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Concernant I'étude du nombre de dilutions requis pour chaque technique, celui-ci a
été étudié par des tests du Chi2 en regroupant les échantillons en 3 catégories :
1 dilution, 2 dilutions ou = 3 dilutions nécessaires, pour le dosage des chaines légéres

K ou A, et pour chaque technique.

La comparabilité de la base utilisée pour la comparaison de méthode avec 'activité de
routine du laboratoire de Biochimie des Protéines du CHU de Lille (activité de I'année
2017) a été contrblée, avant d’estimer le gain moyen annuel en nombre de tests avec

le nouveau kit de dosages Sebia FLC®.

Pour la définition d’intervalles de référence pour les taux de chaines légéres libres K,
A et pour le ratio k/A avec chaque technique de dosage, nous avons utilisé une
approche par échantillonnage direct/a posteriori (85). Les différentes analyses
statistiques ont suivi les recommandations du CLSI pour la détermination de valeurs

de référence :

1) La présence d’éventuelles valeurs aberrantes a été recherchée a l'aide du test
de Grubb en cas de distribution normale des données, ou par I'application d’'une
transformation Box-Cox et le test de Tukey pour les variables a distribution log-

normale.

2) Larecherche d’éventuelles partitions a été réalisée par I'intermédiaire du test de
Harrys et Boyd pour les variables catégorielles (sexe). L'effet potentiel de
variables continues (&ge, fonction rénale estimée par la MDRD et la CKD-EPI) a
éteé étudié par la construction d’équations de régression polynomiales pondérées,
avec les taux de chaines légéres libres k, A ou le ratio k/A en tant que variable

indépendante. En partant du troisieme degré (introduction du terme simple, au
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carré et au cube), I'équation était progressivement réduite en supprimant le(s)
terme(s) non significatif(s). La validité de chaque modéle a été contrblée par le
calcul de z-scores pour chaque observation (86). Enfin, les différentes variables
significatives en univarié étaient introduites simultanément a la recherche d'un

effet persistant en multivarié.

3) Au terme des différents tests, des bornes de référence assorties de leurs

intervalles de confiance a 90% CI étaient estimées en fonction de la variable

d’intérét.

Pour I'ensemble des tests statistiques réalisés, le niveau de significativité était fixé

a5%.
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Résultats

1 Performances analytiques
1.1 Répétabilité

Nous observons un CV inférieur aux données fournisseurs pour le dosage des FLC k.

Le CV du dosage des FLC A est supérieur aux données fournisseurs.

En I'absence de données pour ces paramétres dans les tables de Ricos et al. (87), le
laboratoire considére les CV acceptables (< 15%) en terme de pertinence médicale
compte tenu des variations biologiques intra-individuelles importantes de ces

paramétres (28%) (88,89).

Table 6. Répétabilité de la technique Sebia FLC®.

Nombre de Ecart- CV (%)
Echantillons Moyenne CV (%)
valeurs (N) type fournisseur
K Sérum 30 55,56 3,82 6,88 8,0
A Sérum 30 40,44 5,67 14,01 11,7

1.2  Fidélité intermédiaire
Nous observons un CV inférieur aux données fournisseurs pour le dosage des FLC A
sur I'échantillon de sérum. Le CV du dosage des FLC k avec le CQlI comme matrice
est légérement supérieur aux données fournisseurs mais il s’agit d’'une cible plus
faible : en I'absence de données pour ces paramétres dans les tables dans les tables
de Ricos et al. (87), le laboratoire considére les CV acceptables (< 15%) en terme de
pertinence meédicale compte tenu des variations biologiques intra-individuelles

importantes de ces paramétres (28%) (88,89).
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Table 7. Fidélité intermédiaire de la technique Sebia FLC®.

Nombre de Ecart- CV (%)
Echantillons Moyenne CV (%)
valeurs (N) type fournisseur
cal 15 15,45 1,69 10,92 9,2
K
Sérum 9 25,38 2,10 8,28 9,2
cal 15 53,08 3,09 5,81 10,8
A
Sérum 9 27,28 6,64 13,35 16,7

1.3 Contamination

Nous observons un pourcentage de contamination que le laboratoire considére
acceptable (< 5 %) pour les paramétres FLC k et A ce qui est compatible avec une

disposition aléatoire des échantillons sur la micro-plaque.

Table 8. Essai de contamination de la technique Sebia FLC®,

Nombre de Contamination
Echantillons Moyenne
valeurs (N) (%)
Sérum 15 3,21
K 3,27
Sérum 15 1449,8
Sérum 15 3.1
A 0,6
Sérum 15 321,4

14 Interférences

L’étude d’interférences générées par I'aspect du sérum sur la technique Sebia FLC®
est conforme aux données fournisseurs. Des concentrations supérieures ont été

testées au laboratoire et ne retrouvent pas d’interférence notable. (Annexe 2)
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Table 9. Influence de I'aspect du sérum sur la technique Sebia FLC®.

INTERFERENCES

Notice fournisseur : pas d’interférence notable jusque 5,7 g/L d’hémoglobine
Hémolyse
Vérification au laboratoire : pas d’interférence notable jusque 7,6 g/L d’hémoglobine

Notice fournisseur : pas d’interférence notable jusque 5,0 g/L de triglycérides
Turbidité
Vérification au laboratoire : pas d’interférence notable jusque 6,2 g/L de triglycérides

Notice fournisseur : pas d’interférence notable jusque 200 mg/L de bilirubine
Bilirubine, ictére
Vérification au laboratoire : pas d’interférence notable jusque 265 mg/L de bilirubine

2 Evaluation externe de la qualité

Les résultats des EEQ en technique Sebia FLC® présentent parfois des biais
importants par rapport aux cibles « toutes techniques » (données non présentées).
Ceci concorde avec les résultats de la comparaison de méthodes présentée dans le
paragraphe suivant. A ce jour, ces EEQ ne sont donc pas encore adaptés et la

constitution d’'un groupe de pairs s’averera indispensable

3 Comparaison de méthodes Freelite® et Sebia FLC®
3.1 Population étudiée

Nous avons inclus 1155 patients dans notre étude, dont les échantillons étaient
systématiquement testés avec les deux techniques de dosage (Table 10). Concernant
les distributions des effectifs, 762 étaient suivis a Lille et 393 en périphérie. Le sex-
ratio était équilibré avec pratiquement 581 hommes et 574 femmes pour une médiane
d’age a 64,6 ans. Nous avons pu documenter la fonction rénale estimée par MDRD

(90) et CKD-EPI (91) pour 870 patients, 'immunofixation pour 829 patients et le
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diagnostic de 831 d’entre eux. Au total, notre cohorte comprend 730 patients pour
lesquels ces trois données ont été renseignées. Parmi ces patients, nous avons
répertorié 304 cas de MM, 80 cas de MGUS, 28 cas d’amylose AL, 11 cas de
Waldenstrom, 29 cas d’autres cancers hématologiques, 25 cas de cancers solides, 32
cas de pathologies inflammatoires locales ou systémiques et 221 sujets indemnes de

pathologies susceptibles d’entrainer une élévation monoclonale des FLC.

Table 10. Caractéristiques de la population utilisée pour la comparaison de méthodes entre la
technique Freelite® et Sebia FLC®.
Parametres quantitatifs exprimés en médiane (écart interquartile).

Population totale N=1155
Sexe (% d’hommes) 50,3
Age (année) 66 (19)
Diagnostic :
MM 304
MGUS 80
Amylose AL 28
Autres atteintes
hématologiques 29
Cancer solide 25
Waldenstrém 11
Maladies inflammatoires 32
Témoins 221
Diagnostic non connu 425
Population MM 304
% d'hommes 54,3
Age (année) 67,0 (13,0)
MDRD (ml/min/1,73 m?) 75,6 (40,2)
CKD-EPI (ml/min/1,73 m?) 79,2 (37,2)
MM a Ig intacte 273
Avec exces de FLC 16
MM a FLC 31
Kk Freelite® (mg/L) 15,8 (120,3)
Kk Sebia FLC® (mg/L) 12,2 (41,2)
A Freelite® (mg/L) 9,6 (19,0)
A Sebia FLC® (mg/L) 10,1 (15,2)
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3.2 Analyses statistiques

Les régressions linéaires simples sur données log-transformées ont permis de mettre
en évidence des coefficients de corrélation de Pearson de 0,95 pour les FLC k, de
0,89 pour les FLC A et de 0,94 pour le ratio k/A entre les deux techniques (p<0,001

pour tous) (Figure 15-A).

Les équations des régressions de Deming ont permis d’obtenir des pentes
respectivement a 0,743, 0,611 et 0,743 pour le dosage des FLC k, A et pour le ratio
K/A ; ainsi que des ordonnées a l'origine respectivement a 0,152, 0,456 et - 0,138 pour

le dosage des FLC k, A et pour le ratio k/A (Figure 15-A).

Les diagrammes des différences (Bland-Altman) représentant les différences brutes
(Figure 15-B) ou exprimées en pourcentage de la moyenne des mesures (Figure 15-
C) ne permettaient pas d’analyser les biais de mesures entre les techniques,

principalement en raison de la trés large distribution des valeurs.

Pour améliorer la lisibilité, nous avons pris la décision de construire des « rank-order
difference plots », en attribuant un rang croissant a chaque valeur de moyenne des
mesures, tout en projetant sur I'axe des ordonnées les différences exprimées en
pourcentage de la moyenne. Les nouveaux diagrammes sont représentés en Figure

16-A.

A la lecture, trois plages ont pu étre identifiées pour chaque analyte, avec des

distributions des différences spécifiques.
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Pour le dosage des FLC k :

Il existait un biais positif jusqu’au rang 57, correspondant a une moyenne de 2,7
mg/L, soit 2,4 mg/L en Freelite® et 3 mg/L en Sebia FLC®. Le biais moyen [IC
95%] était estimé a +52,2 % [41,6 ; 62,7] sur cette plage de mesure, avec des
limites d’agrément de -25,5 a 129,8 % (Figure 16-B).

Il existait un biais négatif entre le rang 58 et le rang 586, correspondant a une
moyenne de 20,0 mg/L, soit 20,8 mg/L en Freelite® et 19,1 en Sebia FLC ®. Le
biais moyen était estimé a -26,8 % [-29,5 ; -24,1] sur cette plage de mesure,
avec des limites d’agrément de -89,2 a 35,5% (Figure 16-C).

Il existe un biais négatif au-dela du rang 586 avec la persistance d’une
corrélation entre le % de différences et la moyenne si bien que I'expression du

biais en % n’est pas exploitable (Figure 16-D).

Pour le dosage des FLC A :

Il existait un biais positif jusqu’au rang 101, correspondant a une moyenne de
3,5 mg/L, soit 0,9 mg/L en Freelite® et 6,1 mg/L en Sebia FLC®. Le biais moyen
était estimé a +94,1 % [85,3 ; 102,8] sur cette plage de mesure, avec des limites
d’agrément de 7,0 a 181,2 % (Figure 16-B).

Il existait un biais positif du rang 102 au rang 652, correspondant a une
moyenne de 18,0 mg/L, soit 14,7 mg/L en Freelite® et 21,2 en Sebia FLC®. Le
biais moyen sur cette plage était estimé a +10,1 % [7,1 ; 13,1], avec des limites
d’agrément de -60,0 a 80,1% (Figure 16-C).

Il existait un biais négatif au-dela du rang 652 avec la persistance d’une
corrélation entre le % de différences et la moyenne si bien que I'expression du

biais en % n’est pas exploitable (Figure 16-D).
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Pour le dosage du ratio k/A :

Il existait un biais positif jusqu’au rang 175, correspondant a une moyenne de
0,56, soit 0,78 en Freelite® et 0,34 en Sebia FLC®. Le biais moyen était estimé
a +44.,0 % [30,5 ; 57,6] sur cette plage de mesure, avec des limites d’agrément
de -133,9 a 222,0 % (Figure 16-B).

Il existait un biais négatif du rang 176 au rang 650, correspondant a une
moyenne de 1,28, soit 1,35 en Freelite® et 1,2 en Sebia FLC®. Le biais moyen
était estimé a -35,6 [-38,4 ; -32,8] sur cette plage de mesure, avec des limites
d’agrément de -96,1 a 24,9% (Figure 16-C).

Il existe un biais négatif au-dela du rang 650 avec la persistance d’une
corrélation entre le % de différences et la moyenne si bien que I'expression du

biais en % n’est pas exploitable (Figure 16-D).
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Figure 15. Comparaison de méthode entre la technique Freelite® et Sebia FLC®
A : Régressions de Deming apres log-transformation des données
B : Bland-Altman en différence brute
C : Bland-Altman en % de différence de la moyenne des deux mesures
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Le taux de concordance observé du ratio k/A entre les deux techniques est de 78,7%

(Table 11) pour un kK de Cohen a 0,67 ce qui correspond a une bonne concordance

(0,6 <N <0,8).

Table 11. Tableau de concordance du ratio k/A entre la technique Freelite® et Sebia FLC®.
1 : Résultat inférieur a la norme (< 0,26 en Freelite® et < 0,37 en Sebia FLC®)
2 : Résultat normal (0,26 < N < 1,65 en Freelite® et 0,37 < N < 1,44 en Sebia FLC®)
3 : Résultat supérieur a la norme (> 1,65 en Freelite® et > 1,44 en Sebia FLC®)

k/A Freelite®

s&.’ Seuils 1 2 3

o 1 107 38 1 146

3 2 10 525 170 705

g 3 0 27 277 304
117 590 448 1155

Les discordances observées sont principalement retrouvées pour des échantillons
proches des valeurs seuils. Un seul échantillon présentait un saut de 2 catégories

(supérieur a la norme Freelite® mais inférieur a la norme Sebia FLC®).
- Freelite® : k = 167,8 mg/L et A = 31,1 mg/L
- Sebia FLC®:k =8,8 mg/L et A = 37,2 mg/L

La consultation a posteriori du dossier patient a révélé que le patient avait un MM a

IgG A, ce qui est en faveur du résultat de la technique Sebia FLC®.

3.3  Suivi prospectif

Nous avons suivi 96 patients de notre cohorte de fagon randomisée du 1er décembre
2017 au 15 juillet 2019 et avons choisi d’en représenter graphiquement 7 avec les
événements intercurrents de leur pathologie associée. L’évolution du ratio k/A et de la
dFLC semblent suivre la méme tendance entre la technique Freelite® et Sebia FLC®

malgré des différences d’amplitude plus marquées avec la technique Freelite®.
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Nous observons pour le patient en figure 17 un suivi similaire avec la technique
Freelite®. Un point semble discordant en Avril 2018 ; aprés consultation du dossier

meédical, ce relevé n’est pas associé a une rechute.

7000
6000
5000
4000

—K/L Freelite

3000
—K/L Sebia

2000

1000

Figure 17. Suivi prospectif du ratio k/A d’'un homme de 61 ans atteint d’'un MM a IgG « depuis 2013
1 : Introduction du Daratumumab
2 : Arthrite septique
3 : Injection de CAR-T Cells
4 : Rechute (leucémie a plasmocytes)
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Nous observons pour le patient en figure 18 un décalage d’environ un mois sur la

rechute entre la technique Freelite® et Sebia FLC®.
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Figure 18. Suivi prospectif du ratio k/A d’'un homme de 61 ans atteint d’'un MM a IgA k depuis 2010
: Introduction du Daratumumab

: Introduction de I'lxazomib

. Rechute

: Injection de CAR-T Cells
. Rechute
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Nous observons pour les patients en figure 19 et 20 un suivi similaire entre la technique
Freelite® et Sebia FLC® malgré des différences d’amplitude plus marquées avec la

technique Freelite®.
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Figure 19. Suivi prospectif du ratio k/A d’une femme de 72 ans atteinte d’un MM a FLC k depuis 2004
1 : Introduction du Carfilzomib-Dexamethasone
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Figure 20. Suivi prospectif du ratio k/A d’'un homme de 61 ans atteint d’'un MM a IgG « depuis 2017
1 : Diagnostic et introduction du protocole VRD (Velcade-Revlimid-Dexamethasone)
2 : Revlimid en monothérapie
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Nous observons pour le patient en figure 21 une 2°™® rechute qui semble étre

visualisée plus précocement avec la technique Freelite®.
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Figure 21. Suivi prospectif du ratio k/A d’'un homme de 73 ans atteint d’'un MM a 1gG « depuis 2016
1 : Introduction du protocole VPD (Velcade-Pomalidomide-Dexamethasone)
2 : Rechute
3 : Pomalidomide en monothérapie
4 : Rechute
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Nous observons encore pour les patients en figures 22 et 23 un suivi similaire entre la

technique Freelite® et Sebia FLC® malgré des différences d’amplitude plus marquées

avec la technique Freelite®.

Figure 22. Suivi prospectif de la dFLC d’une femme de 67 ans atteinte d’une amylose AL depuis 2017

1 : Réponse partielle
2 : Tres bonne réponse partielle

Figure 23. Suivi prospectif de la dFLC d’une femme de 76 ans atteinte d’une amylose AL depuis 2018

1 : Réponse partielle
2 : Progression
3 : Réponse partielle
4 : Progression
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34 Nombre de dilutions

Il existe une différence significative de la répartition des dilutions entre la technique

Sebia FLC® et Freelite® pour les FLC k et A (p<0,001).

On observe que pour la technique Sebia FLC® k, 1027 échantillons ont nécessité la

dilution initiale, 123 la dilution au 1/10000 et 5 la dilution au 1/100000. Pour la

technique Freelite® k, 905 échantillons ont nécessité la dilution initiale, 209 la dilution

au 1/100 et 41 la dilution au 1/1000 ou au 1/10000 (Table 12).

On observe que pour la technique Sebia FLC® A, 1090 échantillons ont nécessité la

dilution initiale, 61 la dilution au 1/10000 et 4 la dilution au 1/100000. Pour la technique

Freelite® A, 961 échantillons ont nécessité la dilution initiale, 165 la dilution au 1/100 et

29 la dilution au 1/1000 ou au 1/10000 (Table 13).

Table 12. Détail des dilutions nécessaires aux rendus de résultats des chaines k en techniques

Freelite® et Sebia FLC®
K Freelite®
NS Nombre de dilutions 1 2
= 1 897 125
kS 2 8 84
p 3 0 0
905 209

31
5
41

1027
123
5
1155

Table 13. Détail des dilutions nécessaires aux rendus de résultats des chaines A en techniques

Freelite® et Sebia FLC®
A Freelite®
‘0 Nombre de dilutions 1 2
o 1 947 134
= 2 14 31
< 3 0 0
961 165

16
4
29

1090
61

1155
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Apres réalisation d'un test du Chi2, nous n’observons pas de différence significative
de la répartition des dilutions entre notre cohorte et I'activité 2017 du laboratoire de

Biochimie des Protéines du CHU de Lille en technique Freelite® pour les FLC k

(p=0,196) (Table 14).

Table 14. Comparaison du nombre de dilutions nécessaires aux rendus de résultats des chaines k en
technique Freelite® entre I'activité 2017 du laboratoire de Biochimie des Protéines du CHU de Lille et
la cohorte utilisée pour la comparaison de méthode

K Freelite®
g Effectif 2017 Cohorte prospective
o 2 1 4190 905
2 9
g 5 2 936 209
2 3 255 41
5381 1155

Il existe néanmoins une différence statistique de la répartition des dilutions entre notre

cohorte et I'activité 2017 du laboratoire de Biochimie des Protéines du CHU de Lille en

technique Freelite® pour les FLC A (p=0,015) (Table 15).

Table 15. Comparaison du nombre de dilutions nécessaires aux rendus de résultats des chaines A en
technique Freelite® entre I'activité 2017 du laboratoire de Biochimie des Protéines du CHU de Lille et
la cohorte utilisée pour la comparaison de méthode.

A Freelite®
2 Effectif 2017 Cohorte prospective
v 2 1 4311 961
o 9
ES 2 854 165
2 3 216 29
Total : 5381 1155

A partir des données issues de notre cohorte, nous avons pu estimer avec la technique

Sebia FLC® le gain attendu du nombre de dilutions sur 'activité du laboratoire 2017.
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Concernant l'estimation pour le dosage des FLC A, nos résultats constituent une
premiére approche car la répartition des dilutions entre notre cohorte et I'activité 2017

n’est pas identique sur le plan statistique.
Sur notre cohorte :

- 1446 dosages FLC k et 1378 FLC A en Freelite® pour 1288 FLC k et 1224 FLC

A\ en Sebia FLC®

Nous avons donc réalisé une économie de 158 FLC k et 154 FLC A avec la technique
Sebia FLC® pour 1155 patients, ce qui correspond respectivement a 10,9% et 11,2%
de tests en moins. En moyenne, et sous réserve de la distribution des échantillons
pathologiques, on estime donc pouvoir économiser 1 test tous les 7,3 et 7,5 patients,

respectivement pour les dosages de FLC k et A.

Au regard de I'activité du CHU de Lille en 2017 (6827 FLC k et 6667 FLC A pour 5381
patients), nous pouvons donc attendre une économie de 746 FLC k et 745 FLC A de

I'utilisation de la technique Sebia FLC® au laboratoire (Figure 24).
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Cohorte prospective
n=1155

-
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1288 FLC k 1224 FLC A

158 FLC k et 154 FLC A économisés avec Sebia FLC®

Activité 2017
n=5381

6827 FLC k 6667 FLC A

En théorie, 746 FLC k et 745 FLC A économisés avec Sebia FLC®

Figure 24. Economie attendue du nombre de dilutions en Sebia FLC® par rapport & Freelite®
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4 Intervalles de référence

41 Analyse de la population

Nous avons inclus 221 sujets de notre cohorte indemnes de pathologies susceptibles
d’entrainer une élévation monoclonale des FLC afin d’établir de nouveaux intervalles
de référence en fonction du DFG pour la technique Sebia FLC® et Freelite® selon les
recommandations du Clinical & Laboratory Standards Institute (92) (Table 16). Le
caractere sain de cette population a été défini sur la présence d’'une immunofixation
sérique négative concomitante au dosage des FLC et une consultation du dossier
meédical afin d’exclure les sujets atteints de gammapathies monoclonales, d’autres
cancers hématologiques, de cancers solides ou de pathologies inflammatoires locales

ou systémiques.

Table 16. Description de la population utilisée pour la réalisation des intervalles de référence en
technique Freelite® et Sebia FLC®.
Sous catégorisation proposée selon I'estimation du DFG par MDRD. Parametres quantitatifs exprimés
en médiane (écart interquartile).

Totale MDRD 2 60 30<MDRD<60 MDRD< 30

Population 221 121 47 53

% d'hommes 44,8 39,7 44,6 56,6

Age (année) 60,0 55 (28,5) 67 (28,3) 66 (23)
(24,5)

MDRD (ml/min/1,73 m2) 66,6 87,2 (27,0) 47,2 (13,3) 8,6 (10,7)
(58,0)

CKD-EPI (ml/min/1,73 m2) 69,7 93,8 (27,9) 48,0 (14,1) 8,3 (10,6)
(61,4)

Kk Freelite® (mg/L) 22,0 14,5 (11,0) 28,9 (21,2) 148,1 (130,9)
(39,0)

Kk Sebia FLC® (mg/L) 16,4 11,8 (8,1) 17,5 (10,6) 52,0 (42,0)
(17,1)

A Freelite® (mg/L) 17,4 12,7 (7,9) 20,0 (10,7) 75,1 (81,4
(22,8)

A Sebia FLC® (mg/L) 18,0 15,7 (6,2) 21,0 (8,0) 42,1 (28,2)
(14,0)
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4.2 Intervalles de référence Sebia FLC® et Freelite®

Les trois paramétres suivants ont été étudiés : concentration de FLC k, concentration
de FLC A, ratio k/A. Pour chacun de ces paramétres, I'effet des variables sexe, age, et
insuffisance rénale (estimation du DFG par le MDRD ou CKD-EPI) a été étudié a I'aide
du test de Student pour les variables catégorielles, et de régressions linéaires pour les

variables continues.

Il nexiste pas de corrélation entre le sexe et les résultats des 3 parametres étudiés, et

ceci quelle que soit la technique utilisée (Sebia FLC® ou Freelite®).

En analyses univariées, la construction d’équations de régression polynomiales
pondérées a révélé une corrélation statistiquement significative de I'age et de la
fonction rénale avec les 3 paramétres étudiés. Les meilleurs modéles de régression
étaient ceux de régression linéaire simple dans chaque cas. En multivariée, 'ajout
simultané de I'dge et de la fonction rénale avait pour effet de perdre la significativité

de la variable age du patient, quelle que soit la variable dépendante testée.

Ceci nous a conduits a ajuster les intervalles de référence sur la fonction rénale
uniqguement. Nous avons ainsi pu obtenir une représentation graphique de ces
intervalles de référence en fonction de la fonction rénale, estimée, soit par la formule
du MDRD, soit par celle du CKD-EPI pour Sebia FLC® (Figure 25) et Freelite® (Figure

26).

Les résultats obtenus pour différentes valeurs de DFG ont été présentés dans les

tableaux ci-dessous (Table 17 pour Sebia FLC® et Table 18 pour Freelite®) :
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Figure 25. Intervalles de référence Sebia FLC® selon I'estimation du DFG
Normes des FLC k, A et du ratio k/A selon I'estimation du DFG par MDRD

Normes des FLC k, A et du ratio k/A selon I'estimation du DFG par CKD-EPI

Pointillés : intervalle de confiance a 90% des percentiles estimés.
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MDRD

CKD-EPI

20
40
60
80
100
120
20
40
60
80
100
120

2,5¢™ percentile
(90% IC)
15,0(12,9;17,4)
10,6 (9,6 ; 11,5)
7,8(7,2;8,3)
5,9 (5,3 ; 6,4)
4,6 (4,0;5,2)
3,7 (3,0;4,2)
15,3 (13,3;17,5)
11,0 (10,0; 11,9)
8,1(7,5;8,7)
6,2 (5,7 ; 6,8)
49 (4,3;5,5)
3,9 (3,3;4,5)

Table 17. Intervalles de référence Sebia FLC® selon I'estimation du DFG

K
97,5°m¢ percentile
(90% IC)
132,0(109,4 ; 178,4)
84,5 (73,7 ; 102,0)
57,7 (50,3 ; 68,3)
41,4 (35,6 ; 49,6)
30,8 (25,9 ; 37,6)
23,7 (19,5 ; 29,4)
131,0 (108,2 ; 173,7)
83,1 (72,7 ; 99,0)
56,4 (50,0 ; 65,0)
40,2 (35,4 ; 46,7)
29,8 (25,9; 35,1)
22,8(19,2; 27,2)

2,5¢™¢ percentile
(90% IC)
15,6 (13,6; 17,3)
12,7 (11,6 ; 13,6)
10,5(9,8; 11,2)
8,9 (8,0;9,7)
7,6 (6,7 ; 8,5)
6,6 (5,6 ; 7,6)
15,8 (14,0 ; 17,4)
12,9 (11,9 ; 13,7)
10,7 (10,0; 11,3)
9,0 (8,3;9,7)
7,7 (6,9 ; 8,5)
6,7 (5,9 ; 7,6)

A

97,5°M percentile
(90% IC)
93,6 (76,6 ; 125,7)
67,5 (59,1 ; 80,5)
51,2 (46,1 ; 59,0)
40,3 (36,4 ; 46,9)
32,6(29,2; 38,7)
26,9 (23,9; 32,6)
97,2 (79,6 ; 132,8)
69,0 (60,4 ; 83,2)
51,7 (46,8 ; 59,3)
40,3 (36,8 ; 45,4)
32,4 (29,5 ; 36,7)
26,6 (24,1 ; 30,6)

2,5%m¢ percentile (90%

IC)
0,57 (0,51 ; 0,62)
0,54 (0,50 ; 0,58)
0,52 (0,49 ; 0,55)
0,49 (0,46 ; 0,52)
0,47 (0,44 ; 0,50)
0,45 (0,41 ; 0,49)
0,59 (0,53 ; 0,64)
0,55 (0,51 ; 0,59)
0,52 (0,49 ; 0,55)
0,50 (0,47 ; 0,52)
0,47 (0,44 ; 0,50)
0,45 (0,41 ; 0,49)

97,5°M percentile
(90% IC)
2,40 (2,06 ; 2,90)
2,09 (1,89 ; 2,40)
1,84 (1,72 ; 2,05)
1,63 (1,52 ; 1,83)
1,46 (1,33 ; 1,67)
1,31 (1,17 ; 1,56)
2,52 (2,18 ; 3,11)
2,14 (1,93 ; 2,46)
1,83 (1,71; 2,03)
1,56 (1,50 ; 1,73)
1,39 (1,30 ; 1,52)
1,23 (1,13 ; 1,36)
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Freelite® mg/L

Freelite® mg/L

K/\

A CE:
B,D,F:

Trait plein : estimations des 2,5° et 97,5° percentiles.

800,000
700,000
600,000
500,000
400,000
300,000
200,000
100,000

0,000

200
MDRD

500,000

400,000

300,000

200,000

100,000

250

0,000
0 50 100 150 200
MDRD

4,000
3,500
3,000
2,500
2,000
1,500
1,000
0,500

0,000

250

MDRD

250

Freelite® mg/L

Freelite® mg/L

800,000
700,000
600,000
500,000
400,000
300,000
200,000
100,000

0,000

CKD-EPI

300,000
250,000
200,000
150,000

100,000

50,000

iim

200

0,000
0 50 100 150
CKD-EPI

4,500
4,000
3,500
3,000
2,500
2,000
1,500
1,000
0,500
0,000

200

0 50 100 150
CKD-EPI

Figure 26. Intervalles de référence Freelite® selon I'estimation du DFG
Normes des FLC k, A et du ratio k/A selon I'estimation du DFG par MDRD

Normes des FLC k, A et du ratio k/A selon I'estimation du DFG par CKD-EPI

Pointillés : intervalle de confiance a 90% des percentiles estimés.
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MDRD

CKD-EPI

20
40
60
80
100
120
20
40
60
80
100
120

2,5%™ percentile
(90% IC)
32,0 (24,7 ; 39,4)
17,0 (14,8 ; 19,1)
10,0(9,1; 11,0)
6,4 (5,4;7,1)
4,3(3,4;5,0)
3,0(2,2;3,7)
32,5 (25,4 ; 39,1)
18,0 (15,6 ; 20,1)
11,0 (9,9 ; 11,9)
7,1(6,2 :7,9)
4,8 (4,0;5,6)
3,4(2,7;4,1)

Table 18. Intervalles de référence Freelite® selon I'estimation du DFG

K
97,5°m¢ percentile
(90% IC)

294,2 (237,6 ; 385,2)
172,6 (147,0 ; 210,0)
109,0 (92,2 ; 134,1)
72,9 (60,0 ; 93,4)
50,9 (40,8 ; 67,8)
36,8 (28,5 ; 40,4)
299,2 (246,1 ; 392,8)
167,7 (144,3 ; 199,2)
102,5 (88,4 ; 121,4)
66,8 (56,9 ; 80,7)
45,7 (38,2 ; 56,5)
32,6 (26,7 ; 41,4)

2,5¢™¢ percentile
(90% IC)
16,9 (13,2 19,5)
11,7 (9,8 ; 12,8)
8,4(7,0;9,2)
6,2 (4,8;7,1)
4,7 (3,3, 5,6)
3,7 (2,3;4,6)
17,6 (14,0; 20,1)
12,2 (10,4 ; 13,4)
8,8(7,5;9,7)
6,5 (5,2; 7,4)
5,0(3,6;5,9)
3,9(2,6;4,8)

A

97,5°M percentile
(90% IC)

192 (149,3 ; 251,4)
113,0 (96,3 ; 139,0)
71,7 (61,2 ; 87,7)
48,0 (40,6 ; 59,3)
33,7 (28,0; 42,0)
24,4 (19,6 ; 30,7)
186,3 (143,2 ; 237,1)
110,5 (94,6 ; 132,9)
70,5 (61,3 ; 83,6)
47,5 (41,2 ; 56,2)
33,4 (28,6 ;39,9)
24,3 (20,2 ; 29,0)

2,5%m¢ percentile (90%

IC)
0,92 (0,84 ; 0,99)
0,82 (0,76 ; 0,87)
0,73 (0,68 ; 0,77)
0,65 (0,59 ; 0,70)
0,58 (0,51 ; 0,64)
0,51 (0,44 ; 0,59)
0,94 (0,87 ; 1,01)
0,84 (0,78 ; 0,89)
0,74 (0,70 ; 0,79)
0,66 (0,61 ; 0,71)
0,59 (0,53 ; 0,64)
0,52 (0,46 ; 0,59)

K/A

97,5°M percentile
(90% IC)
3,07 (2,79 ; 3,47)
2,83(2,63;3,12)
2,61 (2,45 ; 2,86)
2,41 (2,24 ; 2,65)
2,22 (2,03 ; 2,50)
2,05 (1,83; 2,36)
3,14 (2,83 ; 3,56)
2,86 (2,64 ; 3,16)
2,60 (2,43 ; 2,84)
2,36 (2,20 ; 2,58)
2,15 (1,97 ; 2,38)
1,95 (1,75 ; 2,22)
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Discussion

Le premier objectif de ce travail était d’évaluer les performances analytiques du coffret

Sebia FLC® et de le comparer au coffret Freelite®. Pour ce qui est des performances

analytiques, les CV de répétabilité et de fidélité intermédiaire, la contamination et les

interférences liées aux indices sériques ont été vérifiés et sont conformes aux attentes

du laboratoire. A noter cependant des CV de répétabilité et de fidélité intermédiaire qui

sont supérieurs a ceux de la méthode turbidimétrique.

D’un point de vue analytique, le coffret Sebia FLC® présente plusieurs avantages :

Un risque faible d’exces d’antigéne : en effet, nous n’avons pas rencontré
d’excés d’antigéne lors de notre étude avec le coffret Sebia FLC®, ce qui est
probablement lié a la meilleure sensibilité d’'une technique ELISA par rapport a
une technique photométrique, permettant de travailler a une dilution initiale cent
fois plus importante qu’avec le coffret Freelite®; a contrario lors de la
comparaison de méthodes, nous avons observeé plusieurs phénomenes d’exceés
d’antigéne avec la technique Freelite®, non détectés en dépit de I'étude de
cinétique de réaction par I'analyseur SpaPLUS® (93). Ces situations rappellent
'importance d’interpréter le dosage des FLC conjointement aux résultats de

I'électrophorese et de 'immunofixation des protéines sériques.

Une sensibilité probablement moindre au phénoméne de polymérisation des
FLC, responsable de surestimation des résultats avec les techniques

photométriques (81).
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- Une plus grande concordance des résultats avec la mesure tangentielle du pic
électrophorétique de chaines k ou A qu’avec la méthode Freelite® d’aprés les
travaux de Jacobs et al. (72). Nous n’avons pas été en mesure de vérifier cette
affirmation faute de patient présentant un pic électrophorétique quantifiable

uniquement constitué de FLC.

- Un nombre de dilutions significativement inférieur ce qui pourrait permettre une
économie en colt réactif, en temps technicien et en délai de rendu de résultats
en fonction de l'organisation du laboratoire. Cependant, il faut noter que les
dilutions éventuellement nécessaires devront étre réalisées dans la série

suivante ou étre anticipés pour un passage sur la méme micro-plaque.

Par ailleurs, notre étude montre une bonne corrélation entre les deux méthodes.
Cependant, les résultats obtenus avec le coffret Sebia FLC® ne peuvent étre utilisés
avec les mémes valeurs seuils qu’'avec le coffret Freelite®. En effet, les résultats
obtenus en ELISA sont surestimés dans les valeurs basses et sous-estimés de pres
d’un logarithme dans les valeurs hautes par rapport au coffret Freelite®. Nos résultats
confirment les travaux de Jacobs et al. (72) et Lutteri et al. (94) qui ont mis en évidence
des coefficients de corrélation semblables mais des variations de résultats

conséquentes entre les deux techniques lors de I'étude du biais.

Cette variabilité des résultats en fonction de la méthode de dosage existe aussi avec
d’autres méthodes de dosage des FLC : le coffret N-Latex® (69,95-100), le coffret

Diazyme’s Human Free Light Chain Assays® (70) ainsi que le coffret Seralite®

81



(101,102) ne retrouvent pas des résultats équivalents a ceux du coffret Freelite® qui a

été utilisé pour 'établissement des recommandations de 'lMWG (15). Le coffret

Freelite® est donc aujourd’hui le seul véritablement recommandé dans la prise en

charge des gammapathies monoclonales.

Plusieurs pistes peuvent expliquer ces différences :

Certaines méthodes utilisent des anticorps polyclonaux dont l'intérét principal
est la grande variabilité attendue de la reconnaissance antigénique et ceci au
prix d'une variabilité inter-lot accrue. D’autres utilisent des anticorps
monoclonaux qui ont 'avantage d’apporter une variabilité inter-lot minime mais
une reconnaissance antigénique théorique réduite.

L’existence de différents principes de dosage et analyseurs : turbidimétrie,
néphélémétrie, test immunologique a flux latéral et ELISA.

Les récents travaux de Caponi et al. (103,104) suggerent que la réactivité
différente des réactifs Freelite® et N-Latex® vis-a-vis des formes monomeériques,
dimériques ou oligomériques des chaines Kk et A peut expliquer des différences
de résultats. De plus, les proportions relatives des différentes formes de FLC
contenues dans les calibrateurs de chaque coffret jouent aussi un réle important
dans les différences de quantification des FLC selon les méthodes.

Cette méme étude (104) suggere également que les épitopes reconnus par la
technique Freelite® ne sont pas nécessairement préexistants sur la forme
compléte de I'lg mais seraient plutét des néo-épitopes conformationnels issus
de diméres de FLC contrairement aux épitopes reconnus par la technique N-
Latex® qui seraient présents initialement mais masqués par la structure de I'lg

compléte.
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L’étude de Cotten et al. (105) illustre 'importance de définir des seuils propres a
Freelite® en fonction de I'analyseur. Un intervalle de référence du ratio /A propre a la
plateforme SpaPLUS® est proposé dans leur travail : 0,36 - 2,07 contre 0,26 - 1,65 sur

BNII® (82).

Les intervalles de référence fournisseurs de la technique Sebia FLC® ont été définies
dans 'étude de Jacobs et al. (72) a partir d'une cohorte présumée saine de 208
donneurs de sang de I'Etablissement Francais du Sang (EFS): 0,37 - 1,44 pour le

ratio k/A.

Nous avons donc souhaité vérifier ces résultats a I'aide de notre cohorte de 121
patients indemnes d’insuffisance rénale d’aprés les recommandations de I'HAS de

février 2012 (MDRD = 60) (Table 19) :

Table 19. Comparaison des intervalles de références du ratio k/A a partir de notre cohorte de sujets
sains (MDRD = 60 et MDRD = 90) et la littérature

Jacobs et al.

MDRD = 60 MDRD = 90 (Intervalle de référence
fournisseur)
Effectif n=121 n =55 n =208
Intervalles de référence 0,49-1,42 0,46 -1,28 037-144
k/A Sebia FLC® (0,45 —1,46) (0,43 —1,38) ’ ’

Katzmann et al.

MDRD > 60 MDRD > 90 Cotten et al. (Intervalle de
référence
fournisseur)
Effectif n=121 n =255 n=126 n =282
Intervalles de
référence k/A 0,60 -2,45 0,55-2,35 ) _
Freelite® (0,53 — 3,06) (0,49 — 2,77) 0,36 - 2,07 026 -1,65
(SpaPLUS®)
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Plusieurs pistes peuvent expliquer les différences entre nos valeurs et celles publiées

dans la littérature :

Cohorte hospitaliére versus cohorte EFS

- Choix d’avoir inclus des sujets avec MDRD 2= 60 alors que les cohortes de
Jacobs et al. et de Cotten et al. comportent probablement des sujets avec
MDRD = 90

- Effectif faible pour notre population MDRD = 90

- Influence de la variabilité inter-lots des réactifs pour notre cohorte prospective
d’une durée d’inclusion de deux ans

- Possible altération des FLC liée la congélation avec les cohortes de Jacobs et

al. et Cotten et al.

Des intervalles de référence Sebia FLC® adaptées a l'insuffisance rénale ont été
proposées par Lutteri et al. (106). A partir d’une cohorte de 151 sujets indemnes de
gammapathies monoclonales présentant une insuffisance rénale, répartis-en 5
catégories correspondant aux recommandations de the Kidney Disease Outcomes
Quality Initiative, les auteurs ont pu mettre en évidence une augmentation progressive
du ratio k/A avec le degré d’'insuffisance rénale. Leur décision de procéder a des calculs
par sous-groupe de patients a néanmoins conduit a une perte de puissance importante

pour certaines catégories (effectifs de CKD2/3/4 a n=12, 16 et 19 respectivement).

De tels effectifs ne sont pas compatibles avec la méthodologie recommandée par le
CLSI (92). La méthode que nous avons employée permet de limiter la perte de
puissance en lissant le calcul grace aux équations dérivées de I'ensemble des

données (85). Nous avons ainsi précisé les valeurs de référence des FLC k, FLC A et
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du ratio k/A en fonction de I'estimation du DFG par MDRD et CKD-EPI grace a une

meéthodologie robuste et une cohorte documentée.

La principale limite de la méthode reste néanmoins une imprécision accrue (IC 90%)

élargie aux valeurs extrémes MDRD/CKD-EPI de la population.

Le deuxiéme objectif de ce travail était d’étudier la transférabilité de la méthode Sebia
FLC® dans la prise en charge du myélome multiple et de I'amylose AL compte-tenu du
fait que les référentiels ont été établis avec la méthode Freelite®. Les variations mises
en évidence en montre les difficultés. En effet, les différences observées dans les
valeurs de K et A impactent le seuil du ratio iFLC/uFLC ainsi que la dFLC. Or, plusieurs
études dont celle de Dejoie et al. (107) proposent d’abandonner l'analyse du
composant monoclonal urinaire comme critere de réponse du MM au profit d’'une
utilisation plus généralisée des dosages de FLC. Ceci impliquera d’établir au préalable

des seuils spécifiques a chaque technique utilisée.

La technologie Freelite® est disponible sur de nombreux analyseurs, aussi bien par
technique turbidimétrique que néphélémétrique, ce qui interroge le biologiste sur la
transférabilité des seuils en fonction des appareils. En effet, les travaux de Larsen et
al. (17) sur le ratio iFLC/uFLC qui ont servi de base aux recommandations de 'lMWG
n‘ont été menés que sur le néphélémétre BNII®. Aucune équipe n’a proposé de seuils

pour des turbidimeétres plus récents tels que le SpaPLUS® ou I'Optilite®.

De récentes études proposent un ratio iFLC/uFLC spécifique aux coffrets N-Latex®
(108) et Sebia FLC® (109). Dans leur étude de 2018, Caillon et al. (109) ont choisi

d’appliquer les conclusions de la comparaison de méthode (I'équation de la régression
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de Passing-Bablok) pour convertir le ratio historique a 100 du coffret Freelite® en son
équivalent pour le coffret Sebia FLC®. Le chiffre avancé de 16 peut étre discuté car
I'application de la méme méthodologie sur notre cohorte, plus conséquente, a conclu
respectivement a des seuils de 22,2 (application de I'équation de Deming aprés log-
transformation) ou 40,9 (application d’'une équation de Passing-Bablok équivalente a
I'étude de Caillon et al.). In fine, la meilleure méthodologie pour définir un seuil de ratio
de FLC utilisable pour le diagnostic de MM devrait étre basée sur le suivi prospectif

d’'une cohorte, comme l'avaient réalisé Larsen et al. (17) dans le cadre de 'IMWG.

Concernant 'amylose AL, notre cohorte comportait 28 malades dont 7 ont été suivis
prospectivement. Néanmoins seuls deux d’entre eux ont présenté une évolution durant
ce suivi, les 5 autres étant déja en trées bonne réponse partielle ou non répondeur.
Nous n’avons donc pas pu conclure sur cette pathologie, en dehors du fait que la dFLC
semble suivre la méme tendance en Freelite® et en Sebia FLC® pour ces deux
patients. La constitution d’une nouvelle cohorte spécifique a I'amylose AL au
diagnostic pourrait permettre de définir de nouveaux seuils propres a la technique

Sebia FLCP®.

D’autres applications aux dosages des FLC se développent, notamment pour le
diagnostic de maladies inflammatoires du systéme nerveux central telles que la
sclérose en plaques. En effet, de hombreuses études s’intéressent a I'’évaluation du
dosage des chaines libres k et de son intérét par rapport a I'iso-électrofocalisation dans
le liquide cérébro-spinal (LCS). Depuis 2005, les recommandations internationales
preéconisent l'utilisation de I'iso-électrofocalisation du LCS conjointement a celle du

sérum afin de rechercher la présence de bandes oligoclonales dans le LCS, témoins
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de la synthése intrathécale d’lg. Néanmoins, cette technique reste difficilement

automatisable et son interprétation parfois difficile.

Dés 1970, les travaux de Link. et al. (110) soulignent la présence de chaines k dans
le LCS de patients atteints de sclérose en plaque. Aujourd’hui, plusieurs algorithmes
sont proposés pour le diagnostic et le pronostic de la sclérose en plaque a l'aide du
dosage des FLC k (111-114) bien qu’aucune de ces études n’aient évalué en paralléle

plusieurs techniques de dosage.

Enfin, le développement de la spectrométrie de masse appliquée a la détection et a la
quantification des chaines légeres libres est une piste face aux difficultés analytiques
et de standardisation entre les différentes méthodes de dosage. En effet, cette
approche pourrait permettre une caractérisation et une quantification des FLC
monoclonales aussi bien sous formes monomériques, dimériques ou polymériques,
tout en s’affranchissant de la composante polyclonale du milieu réactionnel (115). De
plus, cette méthodologie ne semble pas étre sensible aux limites analytiques des
techniques photométriques en milieux troubles telles que I'excés d’antigene (116).
Récemment, les travaux de Sepiashvilli et al. (117) proposaient une méthode
d'immuno-enrichissement (118) a l'aide d’anticorps a domaine unique anti-FLC, en
anglais nanobody, couplés a de la spectrométrie de masse par technique MALDI-TOF
(Matrix Assisted Laser Desorption/lonisation Time Of Flight) qui semble prometteuse
pour le diagnostic de gammapathies monoclonales. Néanmoins, la complexité et le
cout de ces techniques suggérent un développement a plus long terme dans nos

laboratoires.
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Conclusion

Le dosage des chaines légeres libres sériques est aujourd’hui un outil diagnostique et
pronostique dans le cadre de gammapathies monoclonales. Depuis 2001 et la
commercialisation du coffret Freelite® sur le néphélémétre BNII®, d’autres analyseurs
et d’autres technologies sont apparues sur le marché. Le nouveau coffret Sebia FLC
adopte une nouvelle approche en s’appuyant sur une technique ELISA sandwich plutét
que sur la turbidimétrie ou la néphélémétrie. D’un point de vue analytique, Sebia FLC®
présente plusieurs avantages : un risque faible d’excés d’antigéne, une sensibilité
probablement moindre au phénoméne de polymérisation des FLC, une plus grande
concordance des résultats avec la mesure tangentielle du pic électrophorétique de
FLC et un nombre de dilutions significativement inférieur a Freelite®. Cependant, les
variations de résultats conséquentes entre les deux techniques interrogent sur la
transférabilité de seuils tels que I'FLC/uFLC et la dFLC qui ont été définis a I'aide de
Freelite®. D’autres études a l'aide de cohortes multicentriques ciblées seront
nécessaires afin de calculer ces nouveaux seuils spécifiques au coffret Sebia FLC® et

aux autres techniques disponibles sur le marché.
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To the Editor:

The role of serum free light chains (SFLC) assessment is increasingly important in the
management of patients with multiple myeloma (MM), as well as other monoclonal
gammopathies. For instance, about 15% of MM secretes light chain only and must be
followed using SFLC assays. In other cases, a free light chain escape is observed at
relapse. Moreover, the new IMWG criteria also include the ratio of SFLC to define
symptomatic MM and to evaluate the response (stringent complete remission).
Nonetheless, FLC measurements remain challenging is some cases especially in the

context of antigen excess.! In this case report, we emphasize that this issue can be
addressed by using a novel specific SLFC assay.

Antigens at high concentrations can interfere with the antigen- antibody reaction and
lead to false low SFLC results in patients with MM. Underestimation of SFLC could
lead to inappropriate disease management. Some studies have tried to quantify this

phenomenon and reported a frequency between 0.12% and 5.4%.12 The
immunoturbidimetry Freelite assay (The Binding Site, Birmingham, UK) includes a
control step for antigen excess in order to prevent SLFC underestimation. The assay
can detect atypical reaction kinetic by measuring the rate of the reaction at three
different time windows in order to identify samples that have a relatively high initial rate

of reaction. Suspects' samples are re-assayed at the higher re-dilution.2 However, this
auto- mated detection of antigen excess remains uncompleted and prone to error. In
addition to systematic dilutions difficult to perform routinely on all samples, few

solutions exist to solve this pitfall but not prevent it.3 Recently, a new sandwich ELISA
assay was developed by Sebia (Lisses, France) can avoid this problem. Indeed, the
higher sensitivity of the test allows to use larger dilutions than Freelite (100 times) so
that the risk of antigen excess is significantly reduced.

Here, we report three cases of antigen excess pitfall with Freelite assay, resolved by
Sebia FLC. All data were retrieved from a human biological database authorized by
the French Ministry of Research (No.DC-2008-642). Therefore, no written informed
consent was collected from this population.

The first patient (P1) is a 55-year-old male with asthenia and renal failure. Serum

protein electrophoresis (SPEP) and immunofixation (Sebia Hydrasys 25¢8N) revealed
a monoclonal peak in the beta1 globulins area and showed an excess of lambda light
chains in addition to a monoclonal IgA lambda.

The second patient (P2) is a 74-year-old male with similar symptoms. SPEP revealed
two monoclonal peaks in gamma globulins area. The immunofixation test revealed two
bands with the anti-lambda antiserum without similar bands with anti-gamma, anti-mu,
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and anti-alpha antisera. Samples were sent to our laboratory in order to rule out
monoclonal IgD or IgE gammopathies.

The third patient (P3) is a 62-year-old male with a 10-year history of IgA MM. He was
treated with autologous stem-cell transplantation and VTD (bortezomib, thalidomide,
and dexamethasone). Second-line treatment consisted of 66-cycles carfilzomib-
lenalidomide-dexamethasone. Third-line was pomalidomide-dexamethasone, fourth-
line by daratumumab-bortezomib-dexamethasone, and fifth line with doxorubicin-
ixazomib-dexamethasone. Finally, he was treated with chimeric antigen receptor T
(CAR-T) cells in September 2018. The SPEP and immunofixation revealed a
monoclonal peak in the gamma globulins area and showed a monoclonal IgA kappa.

A free light chain assay was performed according to the two methods:
immunoturbidimetry Freelite assay on the SPAplus analyzer at the recommended
initial dilution of 1/10 and ELISA assay Sebia FLC on the das AP22 ELITE at the
recommended initial dilution of 1/1000.

Lambda free light chains concentrations with Freelite assay were moderately
increased with 131 mg/L for P1 and 159 mg/L for P2 at initial dilution (Table 1). Kappa
free light chains concentration with Freelite assay was lower than 4.1 mg/L for P3. The
serum involved/ uninvolved free light chain ratios (iFLC/uFLC) were lower than 100.
The analyzer SPA Plus did not report any alarm for antigen excess. Given the results
of serum immunofixation, additional manual dilutions were performed at 1/1000 and
1/10 000, providing very high concentrations of involved free light chains: 29 238 mg/L
for P1, 57 922 mg/L for P2, and 2630 mg/L for P3. At the last dilution, iFLC/uFLC ratios
were higher than 100. Comparatively, Sebia FLC assay gave values above 90 mg/L
for all samples at initial dilution. The final results of involved free light chains after
automatic dilutions at 1/100 000 were 1791 mg/L for P1, 1138 mg/L for P2, and 3339
mg/L for P3.

Our report illustrates the possible underestimation of Freelite SFLC in case of antigen
excess. In these three cases, the new Sebia FLC assay overcame this difficulty without
any antigen detection system like Freelite by using an initial dilution 100 times greater
com- bined with multiples wash steps.
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Patient 1 Patient 2 Patient 3

Lambda Freelite® Lambda Sebia Lambda Freelite® Lambda Sebia  Kappa Freelite® Kappa Sebia

Dilutions (mg/L) FLC® (mg/L) (mg/L) FLC® (mg/L) (mg/L) FLC® (mglL)
1110 131 . 159 . <41 ;
111000 >16800 >90 >16800 >90 2630 >90
1/10000 20238 >900 57922 >900 . >900
1/100000 - 1791 . 1138 . 3339

Table 1. Serum free light chains measurement according to successive dilution performed on two different assays,
Freelite (Immunoturbidimetry) and Sebia FLC (ELISA). Standard lambda Freelite (mg/L): 5.71-26.3; Standard
lambda Sebia FLC (mg/L): 8.2-18.1; Standard kappa Freelite (mg/L): 3.3-19.4; Standard kappa Sebia FLC (mg/L):
5.2-15.4. Bold values correspond to final results.

We noticed significant differences between the final results of the two methods. This
is consistent with recent studies reported that Freelite assay provide higher values than

Sebia FLC, and the bias increased proportionally with SFLC levels.4 However,
differences observed between the two assays in our cases could not completely relate
to the negative bias in high values described for the Sebia method. Measurements
obtained with Freelite reagent are obviously overestimated and quantitatively
inconsistent with the electrophoretic profiles and could be explained by FLC

polymerization. Indeed, FLC molecules are usually monomers or dimers® but higher
polymeric forms frequently occur. The polymers act as multiantigenic targets in
immunoprecipitation assays, which accelerate aggregates formation and leads to

overestimation of antigen measurement.® These three cases also highlight the
importance of a careful analysis of SFLC results, in conjunction with other tests such
as SPEP, urine electrophoresis, immunotyping, bone marrow biopsy
immunohistochemistry, and clinical history; especially since the phenomenon can even
occur for commonly measured SFLC concentrations for patient 3.

In conclusion, our report shows that the new sandwich ELISA Sebia FLC is a good
alternative to SFLC assessment and can avoid the problem of antigen excess.

The results also emphasize the variability of SFLC measurements depending on SFLC
assays and related to polymerization. With the development of new tests for SFLC
measurement, a standardization of these assays will therefore be necessary.
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ANNEXE 2
Résultats détaillés des études d’interférences

Interférence 5 o Hémoglobine théorique
a . Sebia FLC Biais (%)* A (Sebia FLC CIET VA
e T K (Sebia ) iais (%) (Sebia ) iais (%) (&/L)
0

Tube 1
(absence d'hémoglobine) 4,89 3,01
Tube 2 5,07 4% 9,01 0% 0,8
Tube 3 4,72 -3% 9,17 2% 2,5
Tube 4 4,25 -13% 9,3 3% 3,8
Tube 5 5,79 18% 9,21 2% 5,5
Tube 6 5,2 6% 8,89 -1% 7,6
. .. . o . . o . Triglycéride théorique
Tubel 6,6 10,67 1,8
(taux physiologique)
Tube 2 6,75 2% 12,14 14% 2,7
Tube 3 5,2 -21% 10,21 -4% 4,1
Tube 4 5,07 -23% 9,01 -16% 4,4
Tube 5 5,12 -22% 9,63 -10% 6,2
Biais (%)*
Tubel 6,88 7,88 2,9
(taux physiologique)
Tube 2 6,74 -2% 7,2 -9% 18,1
Tube 3 6,87 0% 6,72 -15% 32,2
Tube 4 7 2% 8,51 8% 57,9
Tube 5 5,93 -14% 7,48 -5% 140,9
Tube 6 6,48 -6% 8,47 7% 212,2
Tube 7 5,97 -13% 7,12 -10% 267,8

*Les biais par rapport aux tubes 1 constatés sont acceptés au vu des limites acceptables en cas de repasse (23% pour les FLC k et 16% pour les FLC A)
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Contexte : Les chaines légeres libres sériques sont devenues des biomarqueurs utilisés quotidiennement
dans le cadre de gammapathies monoclonales. De nombreuses difficultés analytiques subsistent néanmoins
avec les techniques classiques de turbidimétrie et néphélémétrie. Récemment, une nouvelle approche par
ELISA pourrait permettre de s’affranchir de certaines de ces difficultés. L’objectif de ce travail est d’étudier
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laboratoire, de vérifier les intervalles de référence du fournisseur et d’évaluer la transférabilité de cette
méthode vis-a-vis des référentiels existants.

Méthode : Nous avons inclus 1155 patients de fagon prospective au laboratoire de Biochimie des Protéines
du CHU de Lille. Les dosages des FLC ont été réalisés avec la technique Freelite® sur I'analyseur SpaPLUS®
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méthodes. Néanmoins, les résultats obtenus avec la technique Sebia FLC® sont surestimés dans les valeurs
basses et sous-estimés dans les valeurs hautes par rapport a Freelite®. Nous avons pu observer un nombre
de dilutions nécessaires significativement inférieur avec la technique Sebia FLC® et une absence d’excés
d’antigeéne sur notre cohorte. L’évolution du ratio k/A et de la dFLC semblent suivre la méme tendance avec
les deux techniques malgré des différences d’amplitude plus marquées avec la technique Freelite®.

Conclusion : Le nouveau coffret Sebia FLC adopte une nouvelle approche pour le dosage des FLC en
s’appuyant sur une technique ELISA plutét que sur la turbidimétrie ou la néphélémétrie. D’un point de vue
analytique, Sebia FLC® présente plusieurs avantages. Cependant, les variations de résultats conséquentes
entre les deux techniques interrogent sur la transférabilité de seuils tels que I'ilFLC/UFLC et la dFLC qui ont
été définies a l'aide de Freelite®. D’autres études a l'aide de cohortes multicentriques ciblées seront
nécessaires afin de calculer ces nouveaux seuils spécifiques au coffret Sebia FLC® et aux autres techniques
disponibles sur le marché.
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