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Résumeé

Contexte :

Les amyloses regroupent un ensemble de maladies caractérisées par la présence de
dépdbts protéiques insolubles prenant une conformation spécifique en feuillets B-
plissés. Actuellement, leur diagnostic histopathologique est basé sur la coloration du
Rouge Congo qui offre de bonnes performances diagnostiques mais peut se réveéler
parfois insuffisante en raison d’'un manque de sensibilité sur les dépbts de faible
abondance et d'une certaine subjectivité d’interprétation. Le développement de
nouveaux outils diagnostics telle que la sonde luminescente conjuguée H-FTAA
apporte une alternative prometteuse par rapport au Rouge Congo. Notre objectif est
d’évaluer la place de ce marqueur dans le dépistage de 'amylose.

Matériel et Méthodes :

Nous avons conduit une étude rétrospective monocentriqgue sur I'ensemble des
biopsies des glandes salivaires accessoires et des biopsies de graisse ombilicale
adressées a l'institut de pathologie du CHU de Lille pour suspicion d’amylose entre le
1¢" janvier 2019 et le 31 décembre 2019. Chaque prélevement disponible a été marqué
par la sonde fluorescente H-FTAA puis interprété par deux observateurs indépendants
et en aveugle des résultats définitifs. Ces résultats ont ensuite été comparés au statut
du Rouge Congo apres relecture, considéré comme le gold standard. La sensibilité, la
spécificité et la concordance diagnostique inter-observateur ont été calculées en
référence au gold standard.

Résultats :

Sur 183 prélévements analysés, I'H-FTAA retrouve 33 cas positifs d’amylose.
Comparativement au Rouge Congo, le marquage par I'H-FTAA présente une
sensibilité de 0,97 et une spécificité de 0,99. Par ailleurs, il a permis la requalification
du diagnostic initial apres relecture du Rouge Congo dans 3 cas sur 33 (9%). Leur
typage révele des formes a transthyrétine wild-type. La concordance inter-
observateur est estimée a 0,89, démontrant une bonne reproductibilité grace a sa
simplicité de lecture.

Conclusion :

Les performances diagnostiques de ’'H-FTAA dans la recherche d’amylose
systémique apparaissent proches du gold standard actuel. Sa capacité a détecter les
atteintes minimes sur les tissus suggeére d’ailleurs une sensibilité supérieure face au
Rouge Congo dont c’est 'une des principales limites reconnues. Sa facilité d’emploi
et d’interprétation font également de la sonde H-FTAA un marqueur complémentaire
idéal dans cette indication, en particulier dans les atteintes précoces ou pour les
formes ATTR wild-type.



Introduction

1 Geénéralités sur les amyloses

Les amyloses forment un groupe de maladies rares caractérisées par des dépbts
protéiques extracellulaires dans divers organes ou tissus. Ces dép6ts de précurseurs
protéiques polymérisés s’assemblent en prenant une conformation anormale,

hautement organisée dite en feuillets béta plissés [1].

Il existe a ce jour prés de 40 protéines amyloidogenes qui ont été identifiees comme
pouvant induire la formation de dépbts amyloides chez 'homme L’utilisation de la
spectrométrie de masse comme méthode de typage des dépbts amyloides continue

d’élargir ce spectre en mettant en évidence de nouveaux types d’amylose [2].

On distingue classiquement deux groupes au sein des amyloses, héréditaire ou

acquise, en fonction de I'origine des dépbts de protéines.

Elles peuvent toucher, selon le précurseur protéique, un organe spécifique (amylose
cardiaque, amylose rénale ...) ou plusieurs tissus a la fois, elle est alors dénommée

amylose systémique (tableau 1) [1].



1.1 Amylose AL

1.1.1 Epidémiologie

L’amylose AL est la plus fréquente des amyloses systémiques dans les pays
occidentaux, en particulier en Europe et en Amérique du Nord. Son incidence est
estimée entre 1/80 000 et 1/330 000 [3]. Elle touche essentiellement les adultes et les

sujets agés avec une moyenne d’age au diagnostic de 63 ans [4].

1.1.2 Physiopathologie de I'amylose AL

Cette maladie résulte directement de la production de chaines I|égeéeres
d’immunoglobuline (Ig) monoclonales par un clone tumoral de cellule B, correspondant
le plus souvent a un plasmocyte. Les chaines d’lg s’agrégent selon une conformation
anormale et se disposent en fibrilles insolubles. C’est en microscopie électronique qu’a
initialement été identifiée l'ultrastructure des fibrilles, d’'une taille de 7 a 10 nm de
diamétre, droites, enchevétrées mais non branchées (Figure 1) [5]. La disposition si
particuliere des protéines en feuillets B-plissés est mise en évidence grace aux
techniques de diffraction par rayons X [6]. Plus récemment, les progrés en imagerie
par résonnance magnétique nucléaire (RMN) et par microscopie électronique par
transmission a balayage ont permis non seulement d’identifier les structures
moléculaires des fibrilles mais aussi de distinguer des différences dans I'organisation

des dépots selon les différents types d’amylose [7].

Les chaines légéeres d’lg ne sont pas les seuls composants retrouvés au sein des
dépbts amyloides. lls comportent également des glycosaminoglycanes, des

protéoglycanes et le composant amyloide P (SAP) [8]. Il s’agit d’'une protéine
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plasmatique précurseur du composé amyloide (AP) et retrouvée dans toutes les
fibrilles, qu’elles soient issues d’'une amylose ou de toute autre pathologie protéique
conformationnelle comme par exemple la maladie d’Alzheimer. Ce composé semble

étre a l'origine de la stabilisation des dépdts [9].

Il faut toutefois rappeler que toutes les chaines légéres (CL) d’lg ne sont pas
pourvoyeuses d’amylose. En effet, les maladies responsables d’hyperproduction de
CL comme le myélome multiple (MM) ou la gammapathie monoclonale d’origine
indéterminée (MGUS), ne sont pas systématiquement associées a une amylose AL.
Selon certaines études disponibles, 10 a 15% des patients atteints d’'un myélome
multiple développent une amylose AL [10] [11]. D’autres données avancent des
proportions bien plus élevées suggérant une coexistence du MM et de 'amylose AL

dans 57 a 80% des cas [12] mais elles restent débattues [13].

Il est cependant admis que seules certaines chaines légeres sont amyloidogenes, en

fonction de leur génotype et notamment au profit de I'isotype A [14].

Les manifestations pathogéniques dépendent a la fois d’'un effet toxique direct des
chaines légéres monoclonales sur les tissus atteints et également d'un effet
mécanique de ces dépbts. Ces derniers sont connus depuis longtemps et leurs effets
sont logiques sur certains organes. Ainsi, I'atteinte cardiaque a pour conséquence
attendue une hypertrophie myocardique qui induit elle-méme des troubles de la

contractilité.

La toxicité directe des chaines légeres sur les tissus a été plus difficile a mettre en
évidence. En 2017, Imperlini et al. utilisent des modeles expérimentaux animaux et
humains. lls exposent, a des cellules cardiaques fibroblastiques, les chaines Iégéres
de tropisme cardiocytaire retrouvées dans I'amylose AL cardiaque. lls identifient une

multitude d’effets cytogénes déléteres, regroupant de fagon non exhaustive, une
10



activation des voies apoptotiques, un stress oxydatif par production d’espéces
réactives a l'oxygene (ERO), une altération des protéines structurelles du
cytosquelette et de la synthese des protéines. L’activité mitochondriale est également
altérée par effet d’internalisation des chaines Iégéres conduisant a des dysfonctions
métaboliques et des dommages structurels [15]. Un an plus t6t, Sapp et al. soulevaient
déja une protéotoxicité a la fois intrinseque et extrinseque des CL prenant une place

a part entiére dans la pathogénie de 'amylose cardiaque [16].

Fig. 1. Microscopie électronique (x 13000). Les fibrilles amyloides s’enchevétrent, rappelant I’'aspect d’un
paquet d’épingles. a) Disposition de feuillets B paralléles dans un agencement a double couche avec
I'arrangement B plissé caractéristique de la fibrille amyloide. b) structure chimique des feuillets.
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1.1.3 Manifestations cliniques

Les manifestations cliniques de 'amylose AL dépendent essentiellement des organes
atteints, bien qu’il existe des symptdmes généraux restant toutefois trés peu

spécifiques tels que I'asthénie ou I'amaigrissement.

1.1.3.1 Manifestations cardiaques

Le coeur est, avec le rein, 'un des deux organes les plus fréquemment touchés par les
dépbts d’'amylose AL. L’atteinte cardiaque survient chez environ 50 a 70% des patients
présentant une amylose AL. Menacant le pronostic vital, elle fait toute la gravité de la

maladie [17].

L’infiltration des dépdts amyloides peut toucher toutes les tuniques (myocarde,
endocarde, péricarde et tissu de conduction). La symptomatologie cardiaque dépend
donc du site et du degré d’infiltration. Il s’agit le plus souvent d’'une cardiopathie
restrictive consécutive a I'hypertrophie des parois ventriculaires ou du septum
interventriculaire. Les signes précoces sont souvent aspécifiques et cantonnés a des
signes d’insuffisance cardiaque droite comme une hépatomégalie, une turgescence
des veines jugulaires et des cedémes périphériques [18]. L’évolution sans traitement
aboutit inéluctablement a une insuffisance cardiaque avec préservation ou non de la
fraction d’éjection ventriculaire gauche (FEVG). Elle peut également se révéler ou étre
associée a des troubles de la conduction comme la fibrillation atriale, le flutter ou les

BAV [19].

L’électrocardiogramme peut étre utile a l'orientation diagnostique de I'amylose
cardiaque. Un tracé objectivant un microvoltage diffus notamment des QRS, est assez
spécifique bien que tardif dans I'évolution de la maladie et d’'une sensibilité trés relative

(< 30%) [20]. Il peut s’y associer des aspect de pseudo-infarctus [21].
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L’échographie cardiaque, couplée a I'examen Doppler peut aussi aider au diagnostic.
Les signes les plus spécifigues comme la triade associant une hypertrophie
ventriculaire droite, gauche et un épanchement péricardique se révelent tardivement
et sous-entendent le plus souvent une forme avanceée. Il en est de méme pour les
valeurs de FEVG qui diminuent seulement a partir des formes avancées. Le 2D-strain
est une méthode d’analyse fine de la contractilité myocardique. Sa diminution,
relativement plus importante en base qu’en apical peut étre évocatrice d’amylose
cardiaque [22]. Elle reste également et surtout utile pour le suivi de la fonction

ventriculaire [23].

C’est 'avancée des techniques d'IRM de ces 15 derniéres années qui a le plus fait
progresser l'imagerie cardiaque dans son apport diagnostic pour 'amylose. Elle
repose sur l'analyse en séquence T1, aprés injection de gadolinium, du délai de
rehaussement sous endocardique. Cela permet de distinguer les myocardiopathies

hypertrophiques si ce délai est normal, des amyloses cardiaques s'il est allongé [24].

Enfin, les dosages biologiques de la troponine, du BNP mais surtout du NT-proBNP
ont été largement étudiés pour le diagnostic et le pronostic de 'amylose AL cardiaque.
Il en ressort globalement qu’une valeur élevée du peptide natriurétique est corrélée a
une atteinte cardiaque en cas d’amylose systémique [25]. Des valeurs élevées de ces
marqueurs sont associées a un pronostic plus sombre. En revanche, la mise en
evidence d’'une réponse thérapeutique sur ces valeurs s’accompagne d’un meilleur

taux de survie [26].
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1.1.3.2 Manifestations rénales

Le rein est 'organe le plus souvent touché dans 'amylose AL a une fréquence estimée
a 70% [27]. Elle est la cause de prés de 1 % de 'ensemble des insuffisances rénales

terminales nécessitant une dialyse chronique [28].
Les manifestations sont principalement d’ordre biologique initialement.

On définit I'atteinte rénale avec I'apparition d’'une protéinurie supérieure a 0,5 g/24H
[29]. Cependant, plus de la moitié des patients atteints présentent une protéinurie d’au
moins 3 g/24H réalisant donc un véritable syndrome néphrotique associée au trouble
de l'albuminémie plasmatique. Il est intéressant de noter par ailleurs qu’une atteinte
rénale isolée est associée a une protéinurie supérieure par rapport a une atteinte multi

organe [30].

Les dépbts amyloides peuvent toucher la quasi-totalité des compartiments du rein. Le
tropisme prédomine dans les glomérules expliquant les signes cliniques les plus
fréquents (97 % des cas) selon I'étude de Said et al. en 2013. L’atteinte vasculaire est
également fréquente (85%) et peut étre responsable, sur le plan clinique,

d’hypertension artérielle [31].

1.1.3.3 Autres atteintes d’organes

Divers organes peuvent étre touchés dans 'amylose AL.

- Lefoie:
C’est une atteinte communément retrouvée dans les amyloses AL mais elle est

souvent modérée ou de faible expression clinique.
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Quand elle est symptomatique, elle est caractérisée par une hépatomégalie,
dont I'un des signes cliniques les plus connus est I'apparition d’une fleche
hépatique [32].

Kyle et Greipp rapportent que 34% des patients de leur étude ont une
hépatomégalie, dans 16% les phosphatases alcalines étaient élevées et 4%

avaient une hyperbilirubinémie [33]. La cholestase ictérique est exceptionnelle.

Le systeme nerveux périphérique et autonome :

Elle est responsable de neuropathies périphériques symétriques qui
commencent typiquement aux extrémités inférieures, semblables aux
neuropathies diabétiques [34].

Les troubles dysautonomiques font également partie du panel des symptémes,
au premier rang desquels on retrouve [I'hypotension orthostatique. La
gastroparésie et les signes de dysmotilité gastro-intestinale sont souvent

difficiles a distinguer quant a leur origine neuropathigue ou intestinale.

Le tractus gastro-intestinal :

Cette atteinte est a l'origine de signes digestifs généraux et non spécifiques
comme des diarrhées ou des constipations. Ces signes n’orientent
généralement pas le diagnostic initial mais seront des symptdmes

d’accompagnement.

Les téguments et les tissus mous :
La macroglossie est couramment rapportée dans 'amylose. Si elle n’est pas

pathognomonique de cette maladie, elle trouve un intérét dans sa spécificité a
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'amylose AL, en effet, elle n'est jamais retrouvée dans les autres formes
d’amylose [34]. On citera de fagon non exhaustive I'hypertrophie du canal

carpien et le purpura périorbitaire résultant d’une fragilité vasculaire [35].

1.1.4 Pronostic et traitements

1.1.4.1 Facteurs pronostics

Le pronostic de 'amylose AL est généralement sombre. Le déterminant majeur dans
la survie liée a cette pathologie est I'étendue de l'atteinte cardiaque. En 'absence de
traitement et dans les cas de découverte tardive, la médiane de survie est de 6 mois
[36]. C’est pour cela que le suivi par imagerie cardiaque et par les marqueurs
biologiques précédemment cités est un €élément angulaire dans la prise en charge des

patients.

D’autres facteurs pronostics ont été retenus comme le niveau d'immunoglobulines a
chaines légeres au diagnostic [37], le nombre d’organes touchés et niveau d’acide

urigue plasmatique [38].

Par ailleurs, un facteur génétique est associé a un pronostic défavorable. Il s’agit de la
translocation t(11 ;14). Ce facteur de risque tient davantage dans la moindre réponse
thérapeutigue au tandem Bortezomib-dexamethasone chez les patients porteurs de

cette mutation comparativement aux patients qui en sont dépourvus [39].

Enfin, la réponse thérapeutique a la fois hématologique mais également au niveau des
organes atteints est un facteur majeur de la survie. La Mayo Clinic a développé des
crittres de réponses aux traitements permettant d’estimer [Iefficacité des
thérapeutigues et de la corréler a une survie. Sur le plan hématologique, le dosage

sérique des CL libres permet de définir 4 niveaux de réponse :
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- une réponse compléte en cas d’absence de CL sérique et urinaire
- une tres bonne réponse partielle en cas de taux <40 mg/L
- une réponse partielle en cas de diminution de plus de 50% du taux initial

- une absence de réponse dans les autres cas [40].

(Annexe 1)

1.1.4.2 Traitements

Sur le plan thérapeutique, la prise en charge doit nécessairement porter sur le
traitement étiologique pour éliminer le clone responsable de la maladie et de facon
conjointe sur le traitement symptomatique des atteintes d’organes. Nous ne

développerons pas ici cette seconde patrtie.
Chimiothérapies

Les premieres chimiothérapies utilisées dés 1972 associaient le Melphalan et la
prednisone [41]. La médiane de survie progressait sous ce traitement a 12 a 18 mois
[42] mais le traitement restait peu satisfaisant sur les formes graves et avancées en
raison d’'une réponse thérapeutique trop retardée. Plus récemment, un autre schéma
propose le Melphalan en association avec la Dexamethasone qui a le mérite d’étre

plus rapidement efficace mais au prix d’'une toxicité plus importante [43].
Autogreffe

L’introduction de l'autogreffe dans la prise en charge de 'amylose AL apparait logique
par sa capacité a éradiquer rapidement la population plasmocytaire clonale
responsable de la production de chaines légeres. Une étude datant de 2007 a
cependant remis en cause I'intérét de cette stratégie thérapeutique. Elle ne rapportait
pas de bénéfice sur la survie des patients traités par Melphalan a haute dose et

autogreffe comparativement aux patients traités par le tandem Melphalan-
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Dexaméthasone, tout en étant grevée d’un taux de mortalité post-greffe élevé de 24%

[44].

Ces résultats ont été contestés, notamment par les études de la Mayo Clinic qui
retrouvent une survie sans progression a 3 ans de 51% et une survie globale a 3 ans
de 83% chez les patients ayant bénéficié d’un traitement par Melphalan haute dose et
autogreffe comparativement a des valeurs de 29% et 58% respectivement dans le

groupe traité par Melphalan-Dexaméthasone [45].

L’autogreffe reste donc dans I'arsenal thérapeutique. En raison de la forte toxicité du
traitement d’induction nécessaire a sa mise en ceuvre, le nombre de patients éligibles
a ce traitement est limité et estimé a 20% et ils doivent présenter tous les critéres
d’éligibilité ( age «physiologique» < 70ans ; un score de performance supérieur ou égal
a deux ; une pression artérielle systolique supérieure a 90 mm Hg ;un taux de
troponine < 0,06 ng/mL ; une clairance de la créatinine > 30mL/min et un score de
dyspnée selon la NYHA de | ou Il) [46]. Les progrées dans la réduction de la mortalité
péri-greffe ces derniéres années passant de 40% a 4 a 7% [47] sont également a la

faveur de la poursuite de ce traitement dans les cas indiqués.

Inhibiteurs du protéasome

Le Bortézomib a immédiatement été trés prometteur dans les premiers essais
thérapeutiques, montrant des taux de réponse hématologiques dans 80% des cas [48].
Il est souvent utilisé en association avec le dexaméthasone, y compris apres
autogreffe pour consolider la réponse [49]. Il s’utilise a ce jour en France en association
avec le Daratunumab, le cyclophosphamide et la dexaméthasone (Dara-CyBorD) en

premiére intention. |l existe d’autres protocoles efficaces, notamment l'association
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Bortézomib, Melphalan et dexaméthasone (BMDex). Cette derniere montre un intérét

dans la réponse cardiaque [50].

1.2 L’amylose AA

L’amylose AA est un type d’amylose secondaire au dépét de fibrilles insolubles de
protéines issues du Sérum amyloide A (SAA) produites en exces lors des situations
inflammatoires chroniques. A I'image de 'amylose AL, les dépdts peuvent toucher de

différents organes.
1.2.1 Epidémiologie

L’amylose AA est de plus en plus rare dans les pays développés, en particulier en
Europe et en Amérique du Nord. Cela est principalement lié a la baisse et a la prise

en charge efficace des maladies inflammatoires chroniques dans ces régions [51].

L’incidence est estimée a 1 a 2 cas par million de personnes et par an avec un age
moyen au diagnostic de 50 a 70 ans. Le sexe ration est discrétement plus élevé chez

'homme (56%) [52]. En France, on estime entre 250 et 500 cas incidents en 2019.

1.2.2 Physiopathologie de I'amylose AA

L’amylose AA complique les maladies s’accompagnant d’'un syndrome inflammatoire
chronique. Il s’agit principalement des rhumatismes inflammatoires chroniques tels
que la polyarthrite rhumatoide, la spondyloarthropathie, mais aussi les maladies
inflammatoires chroniques de lintestin (rectocolite hémorragique et maladie de
Créhn), les infections chroniques (tuberculose, dilatation des bronches) et d’autres

maladies inflammatoires plus rares comme la fievre méditerranéenne familiale.

Dans cette pathologie, le précurseur amyloide est le SAA. Il s’agit d'une

apolipoprotéine soluble codée par le gene SAA-1. Cette protéine, tout comme la
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protéine-C réactive (CRP) est synthétisée principalement mais non exclusivement par
le foie sous I'impulsion de cytokines pro-inflammatoires, en particulier le TNF-a et les
interleukines (IL) 1 et 6. A I'état normal, le SAA est dégradé par les macrophages dans
le compartiment lysosomal. Chez les patients atteints d’amylose AA, le SAA a la
capacité de s’agréger en protofilaments avec les glycosaminoglycanes et le sérum
amyloid P (SAP) pour constituer des fibrilles résistantes a la protéolyse. Un allele du
gene SAA-1 (SAA-1.1) en particulier a été identifie comme facteur de risque de

survenue d’amylose AA chez les européens [53].

L’existence d’une pathologie inflammatoire chronique est donc un facteur de risque
d’excés de production de précurseur amyloide sur un terrain sous-jacent de

prédisposition génétique [52].

1.2.3 Manifestations cliniques

Il n’existe pas de signe spécifique de 'amylose AA rendant son diagnostic difficile dans

un contexte de maladie chronique.

L’atteinte rénale est la plus fréquente, tout comme I'amylose AL et survient dans 97%
des cas [54]. Elle se manifeste généralement par des cedémes des membres
inférieurs, une protéinurie avec un syndrome néphrotique dans 50% des cas, pouvant
évoluer jusqu’a une insuffisance rénale. L’atteinte digestive est trés fréquente, mais

pas nécessairement symptomatique.

L’atteinte cardiaque est exceptionnelle. En cas de présentation cardiaque, I'élimination

des autres types d’amylose est indispensable.
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1.2.4 Pronostic et traitement

Le pronostic tient a plusieurs facteurs.

- Les complications de I'amylose elle-méme : la présence d’une insuffisance
rénale au diagnostic est un facteur majeur d’évolution vers l'insuffisance rénale
terminale.

- La nature de la maladie sous-jacente: pour les maladies inflammatoires,
I'élément pronostique est la capacité des traitements anti-inflammatoires a étre
efficace et a diminuer l'inflammation

- Les comorbidités.
La prise en charge thérapeutique comporte deux volets.

- Les traitements anti-inflammatoires en privilégiant dorénavant les biothérapies
comme les anti TNFa, les anti IL-1 et IL-6 par rapport aux immunosuppresseurs
d’ancienne génération (cyclophosphamide).

- La néphroprotection via les antihypertenseurs de la famille des IEC ou des

ARAZ2 et la prise en charge, le cas échéant de l'insuffisance rénale terminale.

1.3 Amyloses héréditaires

1.3.1 Epidémiologie

Parmi les amyloses héréditaires, la plupart sont rares prises individuellement. Si on

les considére collectivement, elles représentent environ 10% des amyloses
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systémiques actuellement diagnostiquées [55] et sont vraisemblablement sous-

diagnostiquées.

La plus fréquente au sein de cette famille est 'amylose a transthyrétine héréditaire

(ATTRv) qui sera la seule que nous développerons brievement ici.

En raison de la large répartition géographique de I'ATTRV et des différences régionales
dans les fréquences de mutation, il est difficile d'obtenir des statistiques précises sur

la prévalence de 'ATTRv. L’age moyen au diagnostic est de 39 ans.

1.3.2 Physiopathologie de I’'amylose héréditaire a transthyrétine
(ATTRv)
La transthyrétine (TTR) est une protéine essentiellement synthétisée par le foie et de

facon anecdotique par les plexus choroides et I'épithélium pigmentaire rétinien.

La fonction physiologique de la TTR comprend le transport de la thyroxine et de la

protéine de liaison au rétinol, c’est d’ailleurs de sa fonction que son nom a été tiré.

A l'état normal, cette protéine possede une conformation tétramérique. De simples
mutations ponctuelles du géne codant la TTR peuvent favoriser sa capacité innée a
former des oligomeres de 6 a 10 monomeres (Figure 2). lls s’agrégent finalement en
fibres amyloides insolubles provoquant, comme expliqué précédemment, une toxicité

cellulaire ou des lésions tissulaires [56].

On recense au moins 120 mutations du gene de la TTR, mais elles ne sont pas toutes
pathogéniques. La mutation la plus fréquente a travers le monde est la V30M. Leur
répartition est cependant tres régionalisée avec de fortes disparités de fréquence selon

les pays ou les régions géographiques. Ainsi, s'il existe des clusters de mutation V30M
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en Suede, au Portugal ou encore au Japon [57], la mutation la plus fréquente aux

Etats-Unis est la T60A (26%), devant la V30M (16%) [58].

Tétramere Monomeére Monomere Oligomere Fibrille amyloide
natif replié amyloidogéne agrégé

m = o — o — (IR
B S— R T— B S— R S—

Figure 2 : Voie de transformation des fibrilles TTR

1.3.3 Manifestations clinigues de I'amylose héréditaire a transthyrétine

Leurs symptdmes cliniqgues varient considérablement allant d’'un phénotype a

prédominance neuropathique a un phénotype a prédominance cardiaque.

L’hétérogénéité des manifestations cliniques s’explique par de multiples facteurs tels
que le site mutationnel spécifique du géne TTR, la distribution géographique, I'age au

diagnostic, le mode de transmission et I'agrégation épidémique ou non.

A titre d’exemple, la mutation V30M induit une polyneuropathie sensori-motrice
périphérique progressive a I'image des neuropathies diabétiques, alors que d'autres
mutations (Thr60Ala, Vall22lle ...) provoquent exclusivement une cardiomyopathie

infiltrante [59].
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1.3.4 Pronostic et traitement

L’atteinte cardiaque et sa sévérité est de nouveau I'élément déterminant relatif a la
survie des patients. Les examens de diagnostic et de surveillance sont similaires a
ceux utilisés dans 'amylose cardiaque AL et que nous avons déja évoqués, a savoir
'ECG, l'échographie cardiaque, les marqueurs biologiques, I'IRM cardiaque. La
scintigraphie au pyrophosphate de technétium (99mTc-PYP) distingue 'ATTR-CA de
I'AL-CA, ou d'une autre cardiomyopathie hypertrophique avec une spécificité de 100%,

ce qui en fait un outil de premier choix.

Depuis peu, des possibilités thérapeutiques existent pour les patients. Deux stratégies
ont été développées : stabiliser le tétramere pour éviter la formation des monomeéres

amyloidogenes ou bien diminuer la synthése de la transthyrétine.

Les stabilisateurs de tétraméres de transthyrétine :

Le Tafamidis est un médicament récemment mis sur le marché. Il s’agit d’'un traitement
de 1ére intention de I'amylose cardiaque a transthyrétine. Il est le seul médicament
disposant d'une AMM dans cette indication. La molécule se fixe sur un site de liaison
a la thyroxine du tétramere de transthyrétine, entrainant l'inhibition de sa dissociation

en monomeres.

Le Diflunisal est un anti-inflammatoire non stéroidien capable de stabiliser les
tétraméres de TTR in vitro. Des études cliniques ont montré une réduction significative
de la progression des neuropathies chez les patients traités comparés aux patients
traités par le placebo. Il n’est cependant pas observé d’effet bénéfique sur 'atteinte

cardiaque [60].
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Les « genes silencers »

Le Patisiran et I'lnotersen sont deux molécules ayant ’TAMM dans le traitement de la
polyneuropathie de stade 1 ou 2 chez les adultes atteints d’'amylose a transthyrétine
héréditaire. Ces deux molécules ont un mode d’action similaire. Par I'intermédiaire
d’'un oligonucléotide interférent (ARNi), ces médicaments ciblent spécifiquement une
séquence dans la région 3' des ARN messagers mutants et de wild-type de la TTR. lIs
provoguent la dégradation catalytique de I'ARNm de la TTR entrainant une diminution
du taux sérigue de protéine TTR. Pour une efficacité optimale, le Patisiran a une
présentation galénique particuliere sous forme de nanoparticules lipidiques pour
délivrer 'ARN interférent aux hépatocytes qui représentent la principale source de

protéine TTR dans la circulation.

D’autres progres tres récents de thérapie génique sont en cours d’étude. Gillmore et
Al. en 2021 utilisent la technologie d’endonucléase CRISPR-Cas9 pour créer des outils
d’édition génomique pour modifier le gene de la TTR dans le but d’en diminuer les
concentrations circulantes [61]. Elles reprennent la méme vectorisation lipidique que

les « genes silencers ».

1.4 Amylose atransthyrétine wild-type

Anciennement appelée amylose sénile, elle est retrouvée essentiellement chez les

personnes agées et en particulier les hommes.

Elle a été identifiée secondairement a des études autopsiques qui ont révélé la
présence de dépots de transthyrétine non mutée dans une proportion importante de la

population agée, méme chez des sujets sans antécédents de maladies sous-jacentes.
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Depuis I'atteinte cardiaque a été bien caractérisée. Il a notamment été mis en évidence
que les patients présentant des dépdts dans le cceur fixaient a ce niveau en
scintigraphie au Technécium. Cette découverte a permis de se rendre compte que la
prévalence de la maladie était sous-estimée dans la population générale. En plus
d’étre sensible, la scintigraphie au Technécium semble étre assez spécifique de
'amylose a TTR surtout lorsque les patients n'ont pas de pic monoclonal et que la
fixation est intense (score de Perugini). A tel point que la preuve histologique n’est plus
obligatoire sauf en cas de gammapathie monoclonale (en effet certains cas d’amylose

AL peuvent fixer en scintigraphie Technécium).

Sur le plan tissulaire, il est possible de mettre en évidence des dépdbts dans d’autres
organes que le cceur. Il est donc probable que cette maladie soit associée a des
manifestations cliniques, autres que dans le coeur, mais qu’elles soient encore mal
précisées.

Concernant le traitement, la stratégie est similaire a celle de 'amylose a transthyrétine

mutée.

Les caractéristiques des types d’amylose les plus fréquentes sont résumées dans le

Tableau 1.
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Tableau 1 : caractéristiques des types d’amyloses les plus fréquentes

Type Acquise /| Protéine Atteinte d’organe Traitement
d’amylose | héréditaire | précursseur
Coeur | Rein | Foie | NP Autres
AL Acquise Immuno- +++ +++ ++ + Tissus mous | Chimiothérapie
globuline a i
chaine légére irﬁ:::irr?al Autogreffe
monoclonale
AA Acquise SAA -I+ +++ + - Gastro- Suppression de
intestinal l'inflammation
ATTR Héréditaire | Transthyrétine ++ - - +++ - Transplantation
mutée hépatique
Diflunisal
Symptomatique
Transtyrétine
Acquise wild-type +++ - - - Syndrome du | Symptomatique
canal carpien
AFib Héréditaire Fibrinogéne - +++ +/- - - Symptomatique
muté .
Transplantation
d’organe
Alect2 Acquise Lect2 - +++ ++ - - Symptomatique
AapoAl Héréditaire | ApoAl mutée + ++ ++ +/- Testicule Symptomatique
Transplantation
d’'organe
ALys Héréditaire Lysosyme - + ++ - Gastro- Symptomatique
mutée intestinal
Peau
AGel Héréditaire Gelsoline - +/- - ++ - Symptomatique
mutée
AB2M Héréditaire AB2M - - - - Syndrome du | Symptomatique
ou acquis canal carpien Transplantation
d’'organe

AB2M=B2-microglobulin-related. AFib=fibrinogen A a-chain. Agel=gelsolin amyloid. AL=amyloid light
chain. ALect2=leucocyte cell-derived chemotaxin2. ALys=lysozyme amyloid. AA=amyloid A. AApoAl=

apolipoprotein

Al amyloid.

TTR=transthyretine.

NP=

neuropathie

périphérique.

SAA=serum

amyloide

A.

+ indique les fréquences relatives : +++ trés commune, ++ commune; + peu commun; —/+ rare; — pas

de survenue..
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2 Diagnostic de I'amylose

2.1 Généralités

Les premiéres descriptions anatomiques connues d’organe atteint par I'amylose
remontent aux XVlle et XVllle siecles. Nicolaus Fontanus en 1639 puis Antoine Portal
en 1789 décrivent, sur des pieces autopsiques de foie et de rate anormalement
volumineuses, un aspect « lardacé » et « cireux » en ignorant totalement I'origine de
leur cause. Ces descriptions sont reprises durant le XIXe siecle par Carl Rokitansky
(1842) et qui surviendraient préférentiellement chez des sujets porteurs de tuberculose
ou de syphilis. George Budd conclu en 1852 que la substance responsable de cet
aspect n'est pas de d'origine graisseuse mais correspond essentiellement a de

'albumine.

C’est a posteriori que I'on a associé ces descriptions aux atteintes amyloides des

organes.

En 1854, Rudolf Virchow, célebre médecin allemand, décrit la réaction de dépots
tissulaires du systéme nerveux avec l'iode et l'acide sulfurique. Il s’agissait d’'une
réaction qui était déja connue dans le monde de la botanique comme marqueur de
I'amidon chez les plantes. Ainsi, Virchow a qualifié de facon erronée ces dépots
comme ressemblant a de I'amidon ou « d'amyloide ». Bien qu’inexact, le terme a par
la suite perduré en raison de descriptions d’amyloses systémiques réelles par Virchow

lui-méme, qui conservaient les propriétés tinctoriales [62].
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2.2 Types de prélevements

Si la démarche diagnostique repose initialement sur des faisceaux d’arguments
cliniques, biologiques et radiologiques que nous avons vu précédemment, le
diagnostic de confirmation d’'une amylose et son typage nécessitent le plus souvent

un prélevement histologique.

La biopsie de I'organe cliniquement ou biologiguement atteint est souvent la méthode
la plus sensible et présente I'avantage de fournir une quantité suffisante de tissu
pathologique, idéal pour le typage ultérieur et 'éventuelle détection de pathologies
concomitantes [63]. Cependant il peut s’agir d’'un geste invasif, difficile a réaliser chez

des patients parfois fragiles.

Le caractére systémique de la plupart des amyloses offre I'opportunité de détecter les
dépb6ts amyloides dans divers tissus, notamment ceux plus faciles d’acces que les

organes profonds.

On privilégiera alors des gestes moins invasifs en premiére intention, au profit de sites
biopsiques qui se distinguent par une facilité de réalisation technique. Les risques sont
minimes et le colt trés restreint ce qui en fait également un examen de dépistage,

méme en I'absence de forte suspicion clinique.

2.2.1 Biopsie myocardique

La biopsie endomyocardique est considérée aujourd’hui comme une technique
éprouvee, avec une nette amélioration de la sécurité démontrée au fil des ans. Le taux
de complications a I'heure actuelle est d'environ 1% ou moins. Elle requiert cependant

une techniqgue de cathétérisme vasculaire nécessitant un plateau technique
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conséquent. Il doit regrouper un support d’imagerie interventionnelle, une équipe
d’anesthésie et une surveillance post-interventionnelle [64]. Les patients ayant
bénéficié de ce type de biopsie peuvent également étre placés sous traitement

anticoagulant temporaire apres le geste.

2.2.2 Biopsierénale

La biopsie rénale percutanée reste une méthode intéressante dans le diagnostic de
'amylose, en particulier si elle touche électivement et exclusivement le rein. Si la
procédure est techniquement moins lourde que la biopsie cardiaque, elle doit étre tout
de méme étre réalisée sous contrdle échographique ou scanographique. Elle est
tributaire des contre-indications générales traditionnelles, a savoir un rein unique, une
hypertension artérielle (HTA) non contrélée, des anomalies anatomiques rénales, une

pyélonéphrite aigué ou des troubles de la coagulation.

Concernant le risque de complications, la biopsie rénale est sire et efficace ; les taux
de saignement oscillent de 0,3% a 7,4 %, et les taux de néphrectomie sont

extrémement faibles (0,1 % a 0,5 %) [65].

2.2.3 Biopsie des glandes salivaires accessoires

Les biopsies de glandes salivaires accessoires (BGSA) étaient au départ des examens
consacreés a la recherche du syndrome de Gougerot-Sjogren mais ont montré de bons
résultats dans le diagnostic de I'amylose, qu’elle soit AL ou AA. Plusieurs études
récentes rapportent des valeurs de sensibilité comprises entre 68% pour Lecadet et

al. en 2018 [66] et 89% pour I'étude de Suzuki et al. en 2016. Elle se cantonne aux
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amyloses AL [67]. Une étude lilloise et parisienne (Jamet et al.) de 2015 conforte ces
résultats de sensibilité élevée (86%) et apporte de plus des éléments inédits sur
d’éventuelles présentations histopathologiques spécifiques en fonction du type
d’amylose. Elle suggére que des dépbts amyloides s’organisant en nodules
périductulaires seraient associés a I'amylose a transthyrétine. Elle concernerait
'amylose TTR héréditaire, excepté le mutant V30M car aucun cas sur 8 n’a été associé

a cette description, mais aussi 'ATTR wild-type [68].

Ces biopsies sont par ailleurs associées a des spécificités élevées, de 91 a 100% [69].

2.2.4 Aspiration et biopsie de graisse sous ombilicale

La graisse abdominale sous ombilicale est aisément accessible a la biopsie. C’est un
prélévement simple a réaliser, sans complication majeure. Elle peut consister soit en

I'aspiration a 'aiguille soit en une réelle biopsie chirurgicale au punch ou au bistouri.

La sensibilité de cette méthode diagnostique est élevée, dans les mémes ordre de
grandeur que les BGSA (80 a 90%) pour les amyloses AL et AA et ATTR-v et une

spécificité proche des 100% [70].

Certains pathologistes ont obtenus des résultats plus médiocres, notamment sur des
« smears » ou étalements d’aspiration. C’est pourquoi de nombreuses équipes
recommandent la biopsie chirurgicale de graisse. Le prélevement est généralement
de meilleur qualité, présente moins d’artefacts et contient plus de matériel pour typer

I'amylose le cas échéant [69].

Il est a noter que dans I'amylose ATTR de type sauvage, la sensibilité de la biopsie du

tissu adipeux est un peu plus faible, environ 73 % [71].
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2.2.5 Autres sites biopsiques
Il existe d’autres sites de prélévement pour le diagnostic.

La biopsie rectale était courante jusque dans les années 1970. Elle a progressivement
été supplantée par les techniques moins invasives malgré une excellente sensibilité
(80%). La biopsie ostéo-médullaire est corrélée a une sensibilité inférieure de I'ordre

de 68% [72].

La biopsie cutanée apporte des résultats contrastés quant a ses performances
diagnostiques. Une étude récente de Bicong et al. annonce une sensibilité limitée de
la biopsie cutanée pour 'ensemble des amyloses a 43%. L’analyse en sous-groupe
pour le diagnostic spécifique des amyloses AL améliore la sensibilité a 64% (35%-
87% ; IC 95%). Dans 'amylose a TTR, elle prend un intérét particulier par sa faculté a
non seulement détecter la maladie (80% de sensibilité) mais surtout de le faire a un
stade précoce voire asymptomatique (14% de patients de la série de Leonardi et Al.)

[73].

Il nexiste pas aujourd’hui de consensus sur les sites biopsiques a privilégier. lls
dépendent principalement des manifestations cliniques, de I'état du patient et des
habitudes des équipes qui prennent en charge ces malades. Il est le plus souvent
bénéfique de combiner plusieurs sites peu invasifs. A Lille, la pratique la plus courante

consiste en une BGSA et une BGO en premiére intention.

Si des dépbts amyloides sont retrouvés dans un site spécifique d'amylose localisée
(génito-urinaire, tractus, paupiéere, conjonctive, larynx, ...), il est recommandé, pour
'amylose AL au moins, de dépister un autre site fréquemment atteint de I'amylose

systémique (BGSA, BGO, BOM ...) avant de conclure a une amylose localisée.
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Il y a consensus qu'une amylose systémique est également présente si I'amyloide a
été détectée dans un seul site tissulaire s’il s’laccompagne d’un tableau classique

d'amylose [29].

2.3 Techniques histochimiques

2.3.1 Coloration du Rouge Congo

La coloration du Rouge Congo (RC) est considérée aujourd’hui comme le « gold
standard » pour la détection des dépbts amyloides. Elle offre une bonne sensibilité (80

a 90%) couplée d’une spécificité de 100% [74].

C’est une teinture organique synthétisée pour la premiere fois par Paul Bottiger en
Allemagne en 1883 et utilisée initialement dans le domaine textile. Le terme Congo est

employé a but uniguement commercial, sans lien avec le pays homonyme.

Elle a également pu étre utilisée un temps comme indicateur de pH avec une forme
acide bleue et une forme basique rouge, avec une zone de virage comprise entre un

pH de 3,0 a 5,2.

C’est en 1922 que Bennhold découvre pour la premiere fois l'intérét du RC en
histologie. Ses travaux expérimentaux permirent I'identification des dépobts amyloides
dans I'organisme apres injection intra-veineuse de 10 cc d’'une solution de RC a 1%.
Il retrouvait une disparition du produit dans le sang plus rapide chez les patients
présentant un syndrome néphrotique que chez les sujets sains. De plus, sur I'un des
patients du groupe malade, décédé 20 heures aprés l'injection, le foie et la rate

apparaissaient colorés par le RC.
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Ces résultats ont été vivement critiqués mais ont été a l'origine de plusieurs études

déterminantes dans I'adoption de cette coloration pour le diagnostic de 'amylose [70].

On attribue la premiére description de la biréfringence jaune-verte en lumiére polarisée

a Paul Divry en 1927 [76].

Le Rouge Congo est un colorant azosulfoné et symétrique. Il posséde un centre
hydrophobe formé par un groupe diphényl situé entre les deux extrémités qui sont
chargées. Le mécanisme de la liaison sélective de la fibrille n’est pas totalement
élucidé et plusieurs modes de liaison ont été proposés pour l'interaction du RC avec
des fibrilles. L’une des hypothéses principales soutient que la structure beta-plissée
seule ne serait pas suffisante pour former la structure capable de lier le Rouge Congo.
Il se lierait aux protéines par l'intermédiaire de liaisons électrostatiques entre ses
groupes sulfonates chargés négativement et de deux acides aminés chargés
positivement. Récemment, la spectroscopie par résonnance magnétique nucléaire a
I'état solide a permis la détermination de structures amyloides a haute résolution et

semble conforter cette hypothése.

D’aprés le modéle d’Espargaro et al. le mode de liaison implique linteraction
électrostatique de l'un des groupes sulfate avec le groupe amino-protoné d’un

monomere amyloide [77].
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Figure 3 : structure chimique du Rouge Congo

he—
Monomer unit

Figure 4 : représentation de la fixation des molécules du rouge Congo (en orange) avec les monomeres
de fibrilles amyloides (en bleu). D’aprés A. Espargaro et al.
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En pratique, pour le pathologiste, 'examen en microscopie optique en lumiere blanche
avec le RC permet de mettre en évidence les dépbts amyloides. lIs prennent un aspect
orange ou « rouge brique » et en lumiéere polarisée la biréfringence jaune-vert pomme
est trés spécifique de 'amylose. C’est bien le changement de couleur du jaune au vert
ou bleu-vert parfois, qui est ici important et qui définit cette biréfringence et pas

simplement la couleur verte attendue.

La polarisation s’effectue avec I'apposition d’un filtre polariseur et va sélectionner une
onde lumineuse incidente. Placé perpendiculairement au premier filtre, il éteindra le
flux lumineux parvenant a I'observateur. Si le prélevement comporte un composé
capable de biréfringer la lumiére, comme c’est le cas pour les fibrilles amyloides, les

faisceaux incidents seront déviés et apparaitront brillants au microscope.

On peut également souligner le fait qu’avec cette coloration, les dépbts d’amylose sont
spontanément fluorescents en lumiére rouge avec le filtre Texas Red. Cette propriété

peut étre intéressante en soutien diagnostic aux cas jugés difficiles [78].

Cette coloration, ancienne, éprouvée et tres spécifique expose toutefois certaines

limites.

Concernant les étapes pré-analytiques, il existe quelques particularités concernant
cette coloration qui doivent absolument étre respectées pour avoir un résultat fiable. Il
faut donc définir des protocoles techniques spécifiques pour les prélevements
concernés par la coloration du RC. Elle doit tout d’abord étre réalisée sur des coupes
legerement plus épaisses, entre 5 et 8 um pour ne pas méconnaitre des dépots de
petite taille. Ensuite, comme nous 'avons vu précédemment, le RC est halochromique,
avec une zone de virage du rouge au bleu en milieu acide. Il requiert donc un contréle

du pH lors de son utilisation pour qu’il reste rouge. La solution du Rouge Congo utilisée
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par le laboratoire doit respecter des délais d’utilisation précis, selon certains auteurs

une solution datant de plus d’'un mois est considérée comme périmée [5].

Lors de [lanalyse, certaines structures apparaissent faussement positives
physiologiguement, notamment en cas de dosage trop important du produit. Si la
limitante élastique des vaisseaux et les hématies sont connues pour marquer en rouge
brique le RC [79], d’autres composants comme le collagéne peuvent présenter les

mémes propriétés que les dépots amyloides en cas de « surdosage » du colorant.

Les dépdts de tres petite taille sont aussi un des points faibles de cette coloration et

peuvent souvent passer inapercus (Figure 5).

Enfin, le RC est un colorant de la famille des aromatiques et hétérocycliques.
Beaucoup d’entre eux ont été classés comme agents toxiques et probablement
cancérigénes. C’est le cas du Rouge Congo [80]. Cette donnée relativement récente
a transformé les pratiques, en particulier au laboratoire d’anatomie et cytopathologie
de Lille ou les colorations de RC sont dorénavant automatisées pour protéger les

personnels techniques des expositions répétées a ces produits toxiques.
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Figure 5 : exemples de limites de la coloration par le RC.

A) Marquage d’un dépé6t amyloide trés faiblement abondant (indiqué par la fleche). B) biréfringence jaune-
verte en lumiéere polarisée de ce dépdt. C) Marquage par le Rouge Congo de structures collagénes de
couleur rouge brique, similaire aux dépo6ts amyloides. D) absence de biréfringence jaune-verte en lumiere
polarisée.
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2.3.2 Lathioflavine TetS

En 1959, Vassar et Culling ont été les premiers a décrire l'utilisation du colorant
benzathiole ; Thioflavine T (ThT) comme marqueur fluorescent de l'amylose en
histologie et ont parallelement démontré le potentiel de la microscopie a fluorescence
pour le diagnostic des fibrilles amyloides dans un rapport pionnier. lls ont noté que la
ThT se localisait sélectivement sur les dépbts amyloides, présentant alors une
augmentation spectaculaire de la luminosité fluorescente. L’avantage des composés
fluorogéniques est qu’ils ne deviennent hautement fluorescents que lorsqu'ils sont liés
a une entité moléculaire particuliere. Les colorants directs comme le Rouge Congo
nécessitent une coloration puis un rincage ce qui entraine un niveau important de

coloration de fond et une faible reproductibilité [81].

Comme le RC, les colorations par le ThT peuvent étre effectuées sur des tissus en

paraffine et congelés.

Elles offrent comme avantage une interprétation plus aisée que le RC. La positivité de

la technique repose sur la présence de dép6ts de couleur jaune-vert vifs fluorescents.

Un autre avantage de la coloration par la thioflavine est qu’elle est capable de détecter
de tres petites quantités de fibrilles. Souvent, dans cette situation, la coloration par le
Rouge Congo peut étre douteuse ou négative (due en partie par "'ombre de

polarisation).
La coloration par la ThT n’est cependant pas entierement spécifique de I'amylose.

Elle colore également d'autres structures telles que la fibrine, les grains de zymogene,

les cellules de Paneth, I'appareil juxtaglomérulaire ou la kératine. Par conséquent, les
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résultats positifs avec la ThT doivent frequemment étre confirmés soit par microscopie

électronique, soit par la coloration au rouge Congo elle-méme.

La thioflavine S (forme anionique) présente les mémes propriétés que la T (forme

cationique).

2.3.3 Autres colorations

- Cristal violet, methyl violet, violet de Paris :

Les colorants cristal violet et violet de méthyle sont des dérivés de la pararosaniline.
Avant la découverte du rouge Congo, ils étaient les principaux colorants disponibles
pour I'identification de 'amylose. Ces outils histochimiques ont la capacité de produire
une coloration métachromatique sur les dép6ts amyloide. lls seront colorés en rouge,
contrastant avec le fond coloré en bleu. C’est cette propriété qui a initialement été
décrite pour faire le diagnostic de 'amylose a la fin du XIXe siécle [82]. La difficulté
principale mise en évidence dans les décennies suivantes, grace a l'avancé des
connaissances de ces pathologies, est que le cristal violet ne produit pas de coloration
métachromatique avec tous les dépodts amyloides, ceci s’explique probablement par
la grande diversité chimique des fibrilles amyloides en fonction de leur précurseur. Ce
mangue de sensibilité a contribué aux nombreuses théories de la pathogenése et des

schémas de classification erratiques défendus par leurs auteurs[83].

Cette sensibilité limitée (< 70%) rend la coloration du cristal violet peu fiable et n’est

plus recommandée en pratique de nos jours [84].
- Lerouge Sirius

Cette coloration a été utilisée avec des résultats satisfaisants. A l'instar du rouge

Congo, elle colore les dépbts en rouge et induit une biréfringence jaune-vert quand
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ils sont observés en lumiere polarisée. Cependant, cette coloration est moins

spécifique.

- Le Periodic Acid-Schiff et le vert lumiére

Il s’agit de colorations beaucoup plus anecdotiques dans ces pathologies. On
rappellera simplement le fait que les dépbts amyloides prennent un aspect acellulaire
vert d’eau. C’est principalement sur les colorations systématiques des biopsies rénales
gue ces colorations sont susceptibles de révéler ce phénomene. Elles ne sont pas
utilisées sur les autres types de prélevement en raison de leur absence totale de

spécificité.

2.3.4 L’H-FTAA

Les polythiopheénes conjugués luminescents (LCP) représentent une nouvelle classe
de sondes fluorescentes récemment développées pour la détection d’agrégats

protéigues.

En 2009, Nilsson et al. [85] améliorent le concept et mettent au point des structures

pentameériques appelées oligothiophenes conjugués luminescents (LOC). Par rapport
aux ligands amyloides classiques, les LCP et LCO possédent une structure thiophéne
conjugué qui fait le lien entre la conformation moléculaire et ses propriétés spectrales.
En fonction de la protéine a laquelle elle se lie, le composé aura des propriétés
optiques différentes. Il est possible de distinguer alors les plaques B-amyloides des
agrégats de protéine Tau. Cette sonde étant initialement évaluée sur des tissus

cérébraux pour la maladie d’Alzheimer.

La découverte de son affinité pour les dépdts pré-fibrillaires a ouvert d’autres

perspectives d’emploi qui nous intéressent dans cette étude.
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Plusieurs formes ont été synthétisées, afin de déterminer la structure chimique la plus
performante. La base commune du squelette moléculaire est un trimere de thiophene
auquel s’ajoute un ou plusieurs oligothiophénes. lls forment alors des tétraméres (qg-
HTAA ou g-FTAA), des pentameres (p-HTAA ou p-FTAA) des hexameres (hx-HTAA

ou hx-FTAA) et des heptameres (h-HTAA ou h-FTAA).

Ces composés varient également en fonction d’'un groupement a-terminal sur le LCO

qui peut étre hydrogene (variant « H ») ou carboxyle (variant « F ») (figure 5).
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Figure 6 : Structure chimique de I'H-FTAA
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Figure 7 : spectre d’excitation de I’H-FTAA (a gauche) avec une longueur d’onde d’absorption maximale a
480 nm. Spectre d’émission avec une longueur d’onde d’émission maximale a 548 nm.
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2.4 Typage de I'amylose

Le typage de 'amylose est une étape indispensable dans la démarche diagnostique
des amyloses. Il conditionne & la fois sa prise en charge thérapeutique, mais aussi son
suivi et son pronostic. Bien qu'il existe une relative prédilection de certains types
d'amyloide pour des organes particuliers, le typage sur des bases cliniques seules

n'est absolument pas fiable et nécessite un recours aux techniques complémentaires.

Tout un panel de techniques s’offre aux pathologistes mais certaines restent

difficilement accessibles en routine.

2.4.1 Immunohistochimie

L‘identification des protéines précurseurs et la connaissance de leur nature chimique
ont permis de développer des anticorps polyclonaux et monoclonaux dirigés contre les

épitopes des protéines amyloides.

Bien qu'il soit d’'une importante utilité, le typage en immunohistochimie sur prélévement
en paraffine rencontre cependant des problémes récurrents liés a la technique

intrinsequement et a la nature des dépots étudiés.

Tout d’abord, la nature idiosyncrasique des chaines légéres dimmunoglobuline
monoclonale dans I'amyloide (AL) présente des défis. Elle est di au fait que les
fibrilles comprennent la région hypervariable des chaines légéres d'immunoglobuline,
or les anticorps développés sont dirigés sur le domaine fixe de Ig. La reconnaissance
des épitopes est donc parfois tres subtile voire impossible avec un échec du

marquage. Par ailleurs le bruit de fond est exacerbé par la présence de protéines
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sériques au sein du prélevement. Pour toutes ces raisons, il est difficile de donner des
performances exactes de cette méthode car la sensibilité et la spécificité de I'HC

varient selon le type d'amyloide, les méthodes locales et I'expérience du lecteur [86].

Certains centres estiment a 30% le taux d’échec de typage de I'amylose, notamment

pour les formes AL.

Enfin, le faible nombre disponible d’anticorps commerciaux spécifiques aux protéines

précurseurs est un autre frein a cette technique.

En pratique, afin de compenser le bruit de fond, I'utilisation d’un panel d'anticorps est
recommandée car il apporte une occasion d'identifier la réaction d'anticorps la plus
forte. Le panel employé comporte au moins les anticorps anti-lg kappa, anti-lg lambda,

anti-SAA et anti-SAP auxquels s’adjoignent d’autres anticorps selon le contexte.

2.4.2 Immunofluorescence

L’immunofluorescence (IF) nécessite un matériel congelé, limitant partiellement son
utilisation aux laboratoires disposant d’'une capacité de prise en charge de ces

prélévements.

Si elle peut étre mise en ceuvre, elle doit étre privilégiée. Pour plusieurs raisons, I'lF

est une technique plus fiable pour le typage des dépots amyloides AL que I'IHC.

D’aprés I'expérience de plusieurs auteurs, la « contamination » par les protéines
sériques est beaucoup moins génante dans les coupes congelées [87] et le taux de

réussite du typage sur ces prélevements sont compris entre 65 et 87% .
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2.4.3 Microscopie électronique

La microscopie immunoélectronique est une technique qui associe la microscopie
électronique et 'immunohistochimie. Elle utilise des anticorps traditionnels combinés
a des billes d’or qui seront-elles-méme visualisées en microscopie électronique. Les
performances diagnostiques selon Merlini et al. sont élevées, avec une sensibilité de
79% et une specificité de 100% [88]. Mais I''EM est d’accés tres limité et n'est
actuellement réalisée que dans un certain nombre de cas, dans des centres trés

spécialisés.

2.4.4 Techniques protéomiques

Compte tenu des pieéges associés aux méthodes basées sur les anticorps pour la
caractérisation des protéines des fibrilles amyloides, la caractérisation chimique
directe des protéines dans les dépbts amyloides a été explorée pour créer une

technique efficace.

C’est dans ce contexte qu’a été développée la spectrométrie de masse couplée a la
dissection laser (LCM-MS). C’est une technique récente mise au point et validée en

2009 [89].

Pour résumer simplement, les dépots amyloides identifiés au Rouge Congo sont
disséqués avec un microscope a capture laser. lls sont ensuite soumis a une
spectrométrie de masse en tandem ou les peptides ionisés sont dissociés en

fragments plus petits puis sont séparés selon leurs rapports masse sur charge.

Un logiciel informatique est ensuite utilisé pour analyser les fragments et les comparer
aux bases de données de protéines de référence pour l'identification de la protéine

native.
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Les excellentes performances de LCM-MS ont été rapportées par plusieurs essais.
Dans une étude collaborative entre le National Amyloidosis Center et la Mayo Clinic,

le typage précis a pu étre obtenu dans 94 % des cas, contre 76 % avec I'lHC [90].

Cette technique reste onéreuse et difficile d’accés mais commence a s’imposer

comme une référence pour le typage des amyloses.
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3 Objectifs de I'étude

Dans I'introduction, nous avons vu que le Rouge Congo est la technique de référence
pour le diagnostic de 'amylose en raison de ses bonnes performances de sensibilité
et spécificité. Malgré tout, nous avons aussi illustré qu’elle est imparfaite car soumise
a la subjectivité d’une interprétation colorimétrique par I'examinateur et assez

exigeante sur le plan technique

Dans le laboratoire d’anatomie et cytologie pathologique de Lille, 'automatisation de
la technique de coloration du Rouge Congo a été mise en place afin de limiter les
risques d’exposition des personnels techniques. Cette automatisation a eu un impact
significatif sur I'aspect du rouge Congo avec notamment un aspect teinté orange du
collagéne. De l'avis des praticiens, ce changement a rendu plus difficile I'interprétation

des lames notamment lorsque la coloration est réalisée sur coupe congelée.

Par ailleurs, un autre changement de pratique est attendu au laboratoire avec la mise
en place de la pathologie digitale. A priori, les lames n’auront pas la possibilité d’étre
polarisées au moment de I'acquisition par le scanner. Afin de garder une spécificité
équivalente au rouge Congo il faudra donc conserver un accés a un microscope ce
qui alourdit une procédure censée simplifier la prise en main dun dossier

histopathologique.

C’est dans ce contexte que nous avons voulu évaluer le recours a une nouvelle
technique histochimique par fluorescence, 'H-FTAA. Cette technique présente

I'avantage d’avoir, a priori, une lecture aisée.
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L’objectif principal de ce travail est d’évaluer les performances diagnostiques de
sensibilité et de spécificité de la coloration par 'H-FTAA comparativement au Rouge
Congo pour le diagnostic d’amylose sur les biopsies de glandes salivaires accessoires
et de graisse sous-ombilicale et, parallélement, de relever les situations discordantes

pour en identifier les causes.

L’objectif secondaire est d’estimer sa simplicité de lecture et sa reproductibilité entre

deux examinateurs différents.
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Matériel et méthodes

1 Sélection des prélevements

Pour réaliser cette étude, nous avons décidé de tester 'ensemble des cas de biopsies
de glandes salivaires accessoires et de biopsies de graisse ombilicale parvenues au
laboratoire d’anatomie et cytopathologie du CHU de Lille entre le 1" janvier 2019 et le
1¢" janvier 2020 et disposant de matériel histologique cryopréservé. Afin de disposer
de ces préléevements congelés, les procédures internes du laboratoire requiérent que
les demandes d’examens sur ces dossiers stipulent explicitement une recherche
d’amylose par le médecin préleveur. Il avait donc été demandé, en amont de cette
étude, que chacun de ces prélévements fasse l'objet d’'une ou plusieurs lames
blanches supplémentaires par rapport a la prise en charge habituelle et qu’elles soient

conservées a -18°C.

Le recensement des cas parvenus sur cette période a été fait grace a I'exploitation de

la base de données de notre logiciel DIAMIC®.

Un certain nombre de ces dossiers histologiques ne disposaient pas de lames
blanches en réserve, probablement par oubli de la procédure au moment de la prise
en charge pré-analytique initiale. Dans ces situations, les techniciens de recherche du
laboratoire ont effectués, a posteriori, des lames blanches sur le matériel cryopréservé

restant.
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2 Techniques histologiques

2.1 Marquage par I'H-FTAA

Les marquages par la sonde H-FTAA sont réalisés sur coupes congelées de 6 um
pour les BGSA tout aussi bien que pour les BGO. Le composé que nous avions a
disposition est dilué au 1/5000¢™¢ avec une solution de PBS (Phosphate-Buffered
Saline ; Sigma-Aldricht Chemie GmbH, Steinheim, Germany) qui correspond a une
solution tampon phosphate salin communément utilisée dans ce domaine. Les coupes
histologiques étaient préalablement réhydratées a I'eau distillée pendant 5 min. Sur
chaque lame réalisée, 200 pL de cette dilution d’H-FTAA étaient disposés et mis en
contact avec le prélevement durant 30 min, en chambre humide, a température
ambiante et a I'abri de la lumiére. Apres ce délai, les lames subissaient deux rincages
successifs au PBS avant montage de la lamelle en milieu agueux (Fluoromount™;

Sigma-Aldricht, St Louis, USA).

L'H-FTAA a été fourni par le Dr Per Hammarstrom, IFM-Department of Chemistry,

Linkdping University, a titre gracieux dans le cadre d’'une collaboration scientifique.
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2.2 Coloration par le rouge Congo

Les lames colorées par le rouge Congo étaient réalisées au moment du diagnostic

selon le protocole en vigueur du laboratoire.

Elle est réalisée sur des coupes histologiques de 6 ym d’épaisseur sur automate

BenchMark Special Stains ; ROCHE® a aide du kit de coloration proposé par la méme

compagnie (Congo Red Staining Kit ; VENTANA ; ROCHE).

3 Méthode d’analyse

L’ensemble des lames réalisées avec le marquage par 'H-FTAA étaient interprétées
par deux lecteurs indépendants sur des séries de 30 lames par session. Un lecteur
expérimenté que nous appellerons « lecteur senior » et un débutant que nous
appellerons « lecteur junior ». La lecture était effectuée en aveugle entre les deux

observateurs et en aveugle du résultat du compte rendu définitif et du rouge Congo.

Les lames étaient analysées immeédiatement apres leur réalisation ou au plus tard

dans les 72 heures suivantes en préservant une conservation dans l'obscurité et a

4°C. Elles étaient lues sur microscope a fluorescence (Olympus® BX61) avec un filtre

FITC disposant d’'un pic d’émission (Em) d’une longueur d’'onde de 519 nm. D’autres
filtres pouvaient étre utilisés en cas de doute sur le marquage en FITC, comme le

DAPI (Em= 455 nm), voire le TRITC (Em =572 nm).

L’acquisition des images a été realisé par scanner numerique de lames Axio Scan.Z1 ;

ZEISS® et le logiciel d’analyse d'image ZEN®. En cas de difficulté pour obtenir un
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résultat satisfaisant, I'acquisition était complétée par caméra numérique (LEICA® DFC
450 C) et le logiciel LAS V4.8.

Les résultats étaient ensuite comparés entre les deux observateurs puis aux résultats

définitifs établis dans le compte-rendu anatomopathologique définitif.

Dans les cas positifs ou discordants, une relecture de la coloration par le rouge Congo
en lumiere blanche et en lumiere polarisée était effectuée, en utilisant la lame faite au
moment du diagnostic conservée dans nos archives et une nouvelle coloration au RC

uniquement pour les cas discordants.

4  Analyse statistique

Les performances diagnostiques du marquage par I'H-FTAA ont été estimées
comparativement aux résultats définitifs sur la coloration du rouge Congo, étant
considérée comme le gold standard. Nous nous sommes toutefois permis de reclasser

le diagnostic apres relecture du RC en cas de désaccord avec le diagnostic initial.

Un coefficient de corrélation de kappa de Cohen a été calculé pour estimer la

concordance entre les deux observateurs, senior et junior.
Les tests statistiques ont été obtenus a I'aide du logiciel R (version 4.2.1).

Les intervalles de confiance des proportions a 95% (IC95) sont calculés a l'aide d’'une

loi normale.
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Résultats

1 Validation de la méthode

Bien que I'utilisation du H-FTAA pour la détection de 'amylose ait été validée dans la
littérature [91], nous avons souhaité réaliser une premiére étape de validation de

méthode pour confirmer notre protocole de marquage.

Sur une série de cas fortement positifs et négatifs (5 dans chaque catégorie), nous

avons réalisé un marquage manuel avec I'H-FTAA.

Les séries d’'images suivantes présentent les dépbts amyloides colorés par le rouge
Congo, en lumiere blanche, en lumiere polarisée et en fluorescence avec le filtre Texas
Red et sont comparées aux mémes dépobts révélés par I'H-FTAA avec le filtre FITC.
Elles mettent en évidence la similarité des dépots identifiés selon les deux techniques,

objectivant leur affinité avec 'H-FTAA.



Exemple 1:

Figure 8 : A) présence de dépbts amyloides rouge brique de disposition péri-acinaire
sur cette BGSA ; B) biréfringence jaune-vert des dépots en lumiére polarisée ; C)
auto fluorescence spontanée en filtre Texas Red ; D) marquage par 'H-FTAA de

dépb6ts de méme disposition péri-acinaires en FITC.



Figure 9 : A) présence de dépbts amyloides au RC ; B) biréfringence jaune-vert des
dépbts en lumiere polarisée C) auto fluorescence spontanée en filtre Texas Red ; D)
marquage par I’'H-FTAA de dépbts de méme disposition en FITC
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2 Flowchart

207 prélévements entre le 157
janvier 2019 et le 1¥ janvier

2020
- 22 prélévements épuisés
- 2 prélévements remis en
paraffine
141 BGSA analysées 42 BGO analysées
28 positifs 113 négatifs 5 positifs 37 négatifs

Figure 7 : diagramme de flux

Nous avons recensé un total de 207 prélevements crypréservés pour recherche
d’amylose sur I'année civile 2019 et se dichotomisant en 161 BGSA et 46 BGO. Parmi
ces prélevements, 20 BGSA et 4 BGO n’étaient plus disponibles en raison d'un
épuisement total du matériel ou, plus rarement, d’'une remise en paraffine du matériel

congelé lors du diagnostic initial.

Au final, 141 BGSA et 42 BGO étaient analysables. Dans le détail, 15/33 (45%)
concernent une amylose AL de type lambda, 4/33 (12%) concernent une amylose AL

de type kappa, 6/33 (18%) concernent une amylose ATTR et 2/33 (6%) concernent
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une amylose AA. Dans 6/33 (18%) cas positifs, 'amylose n’avait pas ou pu étre typée

en immunohistochimie au moment du diagnostic.

3 Analyses descriptives

Lors de I'analyse des lames, nous avons séparé les résultats en deux groupes selon

le lecteur.

Elles étaient, dans chaque cas, lues en aveugle des résultats établis par le Rouge

Congo et interprétées de maniere indépendante entre les deux lecteurs.
Les résultats obtenus sont répertoriés dans le tableau 2.

Le lecteur sénior retrouve au total 28 cas jugés positifs d’amylose et 131 cas jugés
négatifs sur les prélevements de BGSA. Sur les BGO, 5 cas sont jugés positifs et 37

négatifs d’amylose.

Pour le lecteur junior, seulement 24 BGSA ont été jugées positives d’'amylose avec la

sonde H-FTAA et 5 BGO positives.

Dans un second temps, I'aveugle avec les résultats du compte-rendu définitif a été
levé et les données ont été comparées entre-elles. En cas de discordance, les lames
de Rouge Congo étaient relues puis reclassées si nécessaire. Cela a été le cas pour

trois d’entre-elles.

Devant ces résultats différents, nous avons calculé un test de concordance inter-

observateur global sur 'ensemble des biopsies qui est de 0,89 [0,84 ; 0,93].

57



Tableau 2 : Ensemble des résultats interprétés par les deux lecteurs, en
comparaison au rouge Congo.

N Lecteur Lecteur junior RC Concordance Typage Tissu
senior RC/H-FTAA
1 - - - Oui / BGSA
2 - - + Non AA BGSA
3 + + + Oui AL- A BGSA
4 - - - Oui / BGSA
5 = = - Oui / BGSA
6 - - - Oui / BGSA
7 - - - Oui / BGSA
8 - - - Oui / BGSA
9 - - - Oui / BGSA
10 - - - Oui / BGSA
11 - - - Oui / BGO
12 + + + Oui AL- A BGSA
13 - - - Oui / BGSA
14 - - - Oui / BGSA
15 - - - Oui / BGSA
16 - - - Oui / BGO
17 + + + Oui ATTR BGSA
18 - - - Oui / BGSA
19 + + + Oui AL- A BGSA
20 - - - Oui / BGO
21 - - - Oui / BGSA
22 - - - Oui / BGSA
23 - Non / BGSA
24 - * Non * BGSA
25 - - - Oui / BGSA
26 - * Non * BGSA
27 + Oui AL- A BGSA
28 - - - Oui / BGSA
29 - - - Oui / BGO
30 - - - Oui / BGSA
31 - - - Oui / BGSA
32 - - - Oui / BGSA
33 = - - Oui / BGSA
34 - - - Oui / BGSA
35 = - - Oui / BGSA
36 - - - Oui / BGSA
37 = - - Oui / BGO
38 - - - Oui / BGSA
39 - - - Oui / BGO
40 - - - Oui / BGSA
41 - - - Oui / BGO
42 + + + Oui AL- A BGSA
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43
44
45
46
47
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49
50
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54
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181 + + -k Non * BGSA
182 - - - Oui / BGSA
183 + + + Oui AL- A BGSA

N : numéro d’échantillon ; NT : non typable en immunohistochimie ; * : résultat définitif reclassé apres relecture.
AA : amylose AA ; ATTR : Amylose a transthyrétine ; AL-A : amylose AL de type lambda ; AL-k : amylose AL de
type kappa ; 1 : échantillon secondairement exclu par manque de matériel résiduel.
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4 Reésultats discordants

Pour trois des préléevements, (N° 24, 26 et 181) la lecture avec I'H-FTAA était
considérée comme positive par les deux lecteurs, or le compte-rendu initial ne
mentionnait pas la présence de dépb6ts amyloides. C’est lors de la relecture attentive
et orientée par I’'H-FTAA que nous avons effectivement retrouvé la présence de dépots
fibrillaires. Leur point commun était que leur abondance était particulierement faible

voire parfois unique (comme pour le cas 181).
Ces trois cas sont illustrés ci-dessous.

Apres rectification du diagnostic, le typage a secondairement été réalisé. Il a confirmé
que pour 'ensemble de ces prélevements, il s’agissait d’'une amylose a transthyrétine

chez des patients agés, probablement de type wild-type.
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- Echantillon 24 :

Figure 10 : A) coloration d’un petit dépdt amyloide en rouge Congo ; B) biréfringence
jaune-verte en lumiére polarisée ; C) auto fluorescence en filtre Texas Red ; D)
marquage par 'H-FTAA de dépbts en FITC
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- Echantillon 26 :

Figure 11 : A) coloration d’un dép6t amyloide perivasculaire en rouge Congo ; B)
biréfringence en lumiere polarisée ; C) auto fluorescence en filtre Texas Red ; D) et
E) marquage par 'H-FTAA de trés petits dépbts en FITC ; F) en TRITC.
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- Echantillon 181 :

Figure 12 : A) coloration d’un amas fibrillaire en rouge Congo ; B) lumiére polarisée ;
C) auto-fluorescence en Texas Red ; D) marquage des depdts par I'H-FTAA.
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- Echantillon 2 :

Ce prélevement a été classé de facon erronée sur le marquage H-FTAA par les deux
lecteurs. Il s’agit du seul faux négatif de notre série. Il montre un marquage par I'H-
FTAA trés discret, localisé dans le tissu conjonctif entre les acini. A la différence de

tous les autres cas positifs, ce marquage est inhomogéne et ne semble pas

circonscrire d’amas évident.

Figure 13 : marquage d’'un dépots amyloide en H-FTAA considéré a tort comme
artéfactuel.

-  Echantillon 23 :

Ce prélevement montre que des artefacts sont possibles avec le marquage par la
sonde fluorescente. |l s’agit d’'un cas pour lequel les deux lecteurs I'ont catégorisé
comme positif devant un marquage assez intense et significatif. Cependant, il
n’existe aucune prise de coloration au RC sur ces dépdéts. La nature de ces fixations

n’a pas pu étre identifiée.
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Figure 14 : marquage considéré comme faussement positif en H-FTAA.

Enfin, 'échantillon n°44 a été retirée de I'analyse de données. Il s’agit d’'un cas pour
lequel nous ne disposions pas de lames blanches et a donc été recoupé.
Malheureusement, le prélévement était épuisé sur les lames que nous avons coloré

par 'H-FTAA.
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5 Performances diagnostiques

Pour batir le tableau de contingence suivant (Tableau 3), nous avons utilisé les valeurs
du lecteur sénior aprés concertation et mise en commun des résultats. Les
performances diagnostiques sont calculées en comparaison au Gold standard,

correspondant dans notre étude au Rouge Congo apres relecture.

Tableau 3 : tableau de contingence des tests

BGSA Amylose sur Rouge Congo Absence d'amylose sur Rouge Congo Total
H-FTAA positif 27 1 28
H-FTAA négatif 1 111 112
BGO Amylose sur Rouge Congo Absence d'amylose sur Rouge Congo Total
H-FTAA positif 5 0 5
H-FTAA négatif 0 37 37
Total Amylose sur Rouge Congo Absence d'amylose sur Rouge Congo Total
H-FTAA positif 32 1 33
H-FTAA négatif 1 148 149

Nous avons ainsi calculé une sensibilité globale de 0,97 [0,97 ; 0,995] et une spécificité

de 0,99 [0,976 ; 1].

Tableau 4 : résumé des résultats de sensibilité et de spécificité du test

Test H-FTAA Sensibilité Spécificité
BGSA 0,96 0,99
BGO 1 1
TOTAL 0,97 0,99
[0,945 ; 0,995] [0,976 ; 1]
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Discussion

1 Justificatif de I'étude

Le diagnostic précoce de 'amylose est déterminant dans la prise en charge des
patients touchés par ces pathologies. Face a I'évolution naturelle et aux complications
qui en découlent, la mise en place de traitements adaptés est nécessaire d’autant plus
gu’il existe désormais de nouvelles thérapies trées prometteuses et efficaces. Elles
offrent I'espoir d’'une limitation des atteintes d’organes ou d’une récupération
fonctionnelle rapide en cas d’atteinte avérée, notamment cardiaque ou rénale et

concourent a une meilleure survie a long terme.

La confirmation des amyloses systémiques passe guasiment systématiquement par
un examen histologique, le réle du pathologiste dans cette situation est donc

déterminant et requiert les meilleurs outils diagnostiques possibles.

Nous avons vu que la coloration par le Rouge Congo est une technique séculaire et
éprouvée. Elle présente cependant, comme tout test diagnostique, un certain nombre

de limites qui peuvent rendre I'interprétation de cette coloration trés subtile et délicate.

Dans leur étude de 1995, Linke et al. nous rapportent des analyses rétrospectives de
biopsies jugées négatives chez des patients ayant développé a posteriori une amylose
AA. L'étendue des dépbts amyloides manqués était surprenante et perturbante en
proportion (jusqu’a 90 % sur les biopsies rectales) [92]. Elle souligne I'importance des
erreurs liées au manque d’expérience de I'observateur, qui est un facteur significatif

de faux négatifs. Des erreurs étaient aussi retrouvées parmi les laboratoires
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spécialisés et expérimentés en amylose témoignant d’'une difficulté intrinséque dans
le diagnostic. Elles sont probablement en lien avec les pieges de coloration déja
évoqués en introduction, en particulier les dépbts de trés petite taille ou les agrégats

pré-fibrillaires mal formés mais aussi d’une certaine subjectivité lors de I'interprétation.

Dans ce contexte, la premiére batterie de coloration se doit d’étre la plus efficace
possible face a ce défi frequemment rencontré en pratique courante. Il nous
apparaissait donc judicieux et justifie d’évaluer lintérét d’'un outil alternatif ou
complémentaire permis par le développement de ce marquage récemment mis au

point qu’est 'H-FTAA.
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2 Performances diagnostiques de I’'H-FTAA.

Au cours de cette étude, les performances diagnostiques de 'H-FTAA ont été évaluées
sur une relativement large série incluant 182 prélévements analysables. Ces
performances, qu’elles soient considérées sur les BGSA ou sur les BGO étaient
sensiblement similaires concernant la spécificité (0,99 et 1 respectivement) et
statistiquement assez proches concernant la sensibilité (0,96 contre 1). Nous avons
donc décidé de retenir les résultats agrégés afin d’augmenter la puissance statistique
des valeurs, notamment liées au fait que [leffectif des BGO positives était

significativement restreint (n=5).

Au total, les résultats suggérent comparativement au RC, que I'H-FTTA aurait une
sensibilité de 0,97 et une spécificité de 0,99. Il s’agit de bonnes performances qui sont

a mettre en perspective avec deux études récentes.

Sjolander et al. publient en 2016 une étude dont I'objectif est globalement similaire au
notre. Elle met en évidence la capacité du marqueur H-FTAA a identifier les dépbts
amyloides mis en évidence par une coloration au RC sur une large diversité de tissus
(cardiaque, vasculaire, hépatique, rénal, pancréatique...) et les répartit en deux
cohortes, 'une de 53 échantillons et I'autre de 61 échantillons. Ce travail rapporte que
l'intégralité des analyses montraient une positivité au H-FTAA suggérant alors une

sensibilité de 100% tandis que la spécificité était de 'ordre de 85% [93].

La publication de Hahn et al. en 2017 démontre également, dans le méme registre
d’étude, d’excellentes sensibilités et spécificitts de I'H-FTAA dans la détection
d’amylose. Elle se concentre plus spécifiquement sur 'amylose a transthyrétine mais
leurs données montrent que le ligand fluorescent a une sensibilité supérieure pour la

détection de I'amylose et améliore particulierement la reconnaissance de minuscules
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dépdts en forme de points, souvent difficiles a discerner dans la coloration au Rouge

Congo [91].

Enfin, un autre travail de Sjolander s’orientant cette fois davantage sur un type de
prélevement précis, en l'occurrence, la biopsie de graisse abdominale propose des
conclusions semblables. Les résultats obtenus font part d’'une sensibilité de 98% en

comparaison au Rouge Congo [94].

Les trois études citées sous-entendent une sensibilité et globalement des
performances plus élevées que pour le RC seul en utilisant un critére de jugement
combiné comme par exemple I'association du RC avec I'immunotypage TTR pour

I'’étude sur TATTR de Hahn.

3 Discussion des cas discordants

Sur les 33 échantillons considérés, au final, comme porteurs d’amylose, 3 d’entre eux
concernent des préléevements jugés négatifs au départ sur le Rouge Congo. En
extrapolant cette donnée, cela représente 9% de faux négatifs sur une période d’'un

an.

Notre étude n’était pas calibrée pour montrer une supériorité de I'H-FTAA par rapport
au RC car nous utilisions le RC comme gold standard. Toutefois I'analyse précise des
cas discordants avant relecture a au moins montré que pour les cas avec une faible
abondance des dépdts, l'utilisation de I'H-FTAA pourrait éviter d’omettre des
situations. Il faut néanmoins mentionner que la lecture en fluorescence du Rouge
Congo n’est pas systématique dans notre service bien que I'on sache que c'est la

maniere la plus sensible de lire un Rouge Congo.
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De maniere intéressante, il s’agissait a chaque fois d’amylose a transthyrétine chez
des sujets agés donc probablement de type wild-type. On sait que ce type d’amylose
se caractérise souvent par des dépéts, nodulaires, peu abondants et parfois uniques
[68]. D’ailleurs, dans la littérature, il est connu que les BGSA et BGO sont moins
rentables pour le dépistage de ce type d’amylose [71] et il est possible que cela soit

lié & un manque de sensibilité du Rouge Congo dans cette situation.

Un autre enseignement important de I'étude des cas discordants ressort. Les faux
négatifs en premiére lecture n’étaient pas dus a un défaut de qualité de la technique
ou secondaires a des artéfacts. Nos résultats nous rassurent donc malgré tout sur la
qualité de la technique du Rouge Congo dans le laboratoire méme apres

automatisation.
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4  Facilité d’interprétation de ’'H-FTAA et concordance

inter-observateur.

L’interprétation du marquage par ’'H-FTAA est spontanément percue par I'observateur
comme plus facile que celle du Rouge Congo. En effet, ce dernier est jugé sur une
échelle colorimétrique et nécessite une expérience non négligeable pour discerner de
vrais dépobts amyloides d’'un marquage artéfactuel di au collagéne ou a d’éventuelles

hématies diffusées au sein du tissu étudié.

La fluorescence est d’interprétation plus binaire. Les dépéts fibrillaires marqués
tranchent franchement avec un fond trés sombre, lié a I'absence d’affinité pour
I'heptamere envers les structures protéiques normalement conformées. Ce faible bruit
de fond offre un contraste optimal mais il est dépendant d’'une bonne qualité technique

pré-analytique, notamment d’un ringage rigoureux des lames avant montage.

L’étude de Sjolander confirme cette impression. Selon cette équipe, 'H-FTAA était 10
a 60 fois plus brillant que le Rouge Congo en fonction de la longueur d'onde

d'excitation.

L’identification des dépdts amyloides est alors naturellement plus aisée en utilisant la
fluorescence comparée au Rouge Congo et méme s'ils ne sont pas exprimés en
termes strictement quantitatifs, il apparait logique que la sensibilité de la sonde

fluorescente puisse étre supérieure a la technique histochimique traditionnelle.

Le degré de concordance inter-observateur obtenu dans notre étude est une donnée
supplémentaire plaidant pour Iefficacité et la reproductibilité de cette méthode

diagnostique. Ici nous obtenons un coefficient de concordance k de 0,89.

Selon Landis (1977), il s’agit d’'une force d’accord presque parfaite.
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Selon McHugh (2012), une valeur comprise entre 0,80 et 0,90 correspond & un niveau

d’accord fort.

Quoiqu’il en soit, ces données témoignent indéniablement d’'une facilité de lecture
grace a cette technique et d’une bonne corrélation entre deux observateurs de niveau

d’expérience tres différent.
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5 Facilité de la mise en ceuvre de ’H-FTAA

Nous avons pu constater que ce marquage est une technique histochimique trés
simple a mettre en ceuvre ne nécessitant pas de matériel particulier. Elle est donc a la

portée de n'importe quel laboratoire d’anatomie-cytopathologie.

Sur le plan technique, les volumes de dilution du composé sont trés faibles, ce qui
permet, grace a sa bonne stabilité, de créer des quantités conséquentes de composé,

ce qui est appréciable dans la pratique courante d’'un laboratoire.

On y retrouve un autre avantage qui est celui de I'absence de toxicité connue vis-a-vis
de ce produit. C’est a ce titre qu’il permet un emploi plus artisanal et manuel afin
d’affiner la mise au point technique et par la suite, grace a la simplicité de la procédure,
la convertir en protocole automatisé pour une utilisation en routine peu chronophage

en ressources humaines.

De méme, dans son analyse, il ne requiert que I'emploi d’'un microscope a
fluorescence, qui est devenu un outil d’'examen routinier de nos jours. Si son accés est
facile, il rallonge la prise en charge des prélévements soumis a I'H-FTAA. En revanche,
nous avons remarqué un gain significatif de vitesse de lecture avec ce marqueur par

rapport au Rouge Congo, notamment sur les cas litigieux.
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6 Pertinence de la méthode

Le procédé expérimental que nous avons voulu mettre en place s’inscrivait dans un
objectif de se rapprocher au maximum de l'activité routiniere. L’intérét d’une sélection
de cas positifs n’était pas pertinent vis-a-vis de notre objectif, c’est pourquoi nous
avons décidé d’inclure les cas sur une séquence temporelle d’'une année, dans I'espoir

d’avoir un recrutement représentatif de la pratique quotidienne.

Cette méthode nous a également permis une lecture en double aveugle, indispensable

a ce genre d’étude.

Les résultats nous montrent que I'H-FTAA identifie tous les types d’amyloses qui lui
ont été confrontés. La répartition des types d’amyloses est concordante avec les
données épidémiologiques, 'amylose AL représente une large majorité (58%), devant
'ATTR (18%) et 'amylose AA (6%). Bien que les effectifs soient petits, il ne semble
pas que ce marquage soit pris en défaut sur 'un des types les plus fréquemment

rencontrés.
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7 Limites de I’étude

Il convient d’évoquer un certain nombre de limites qui nous sont apparues lors de cette

étude.

Le critéere de jugement principal est comparé sur l'interprétation du Rouge Congo,
considéré comme le Gold Standard du diagnostic histologique de dépistage de
'amylose. Dés lors, le but n’est pas ici de démontrer une supériorité de 'H-FTAA par

rapport au Rouge Congo.

Il s’agit par ailleurs d’'une étude monocentrique avec des effectifs assez restreints pour
certains types d’amyloses, cette maladie restant rare. L'extrapolabilité des résultats
est donc limitée pour certains cas (amylose AA, ATTR,...) tandis que d’autres formes,

beaucoup plus rares, n'ont pas pu étre testées.

Enfin, la limite principale de notre étude est le fait que I'ensemble des lames colorées
par le Rouge Congo n’ont pas été relues en aveugle et de fagcon indépendante par les
mémes lecteurs. Cela nous aurait permis de répondre de maniére plus pertinente a la
guestion : 'H-FTAA augmente-il les performances diagnostiques chez des lecteurs
moins expérimentés avec le Rouge Congo. Il aurait été aussi pertinent de relire les cas
avec le Rouge Congo en fluorescence puisque I'on sait que la sensibilité est meilleure

dans la littérature.
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Conclusion et Perspectives

Nous rapportons une étude sur I'apport du marquage par 'H-FTAA sur une série de

183 BGO et BGSA dans le diagnostic de 'amylose.

Les performances diagnostiques de sensibilité et de spécificité apparaissent élevées
(respectivement 0,97 et 0,99) comparativement au Rouge Congo et probablement
davantage sur la sensibilité grace a sa faculté particuliére a détecter les petits dépots
amyloides. Il s’y associe une bonne concordance et reproductibilité inter-observateur

grace a la facilité de lecture de cette technique histochimique.

S'’il n’est pas ici question de remplacer le Rouge Congo comme coloration de référence
dans le diagnostic d’'amylose, 'H-FTAA semble étre un excellent outil complémentaire
qui peut s’envisager en association en cas de doute diagnostic sur la présence de

dépdts amyloides.

Comme mentionné précédemment, méme si le pourcentage de faux négatifs en
premiére lecture du Rouge Congo est significatif, il reflete une situation diagnostique
délicate et bien identifiée dans la littérature : celle de trés rares dépdts de petite taille
au cours de 'amylose a transthyrétine. Plus qu’un défaut technique, les cas manqués
avec le Rouge Congo relevent d’'un défaut de sensibilité. Pour 'augmenter, il est
pertinent de généraliser la lecture des Rouge Congo en fluorescence et de coupler le
cette coloration avec une autre technique comme I'H-FTAA. Une idée séduisante
aurait été de combiner les deux techniques sur une méme lame afin de pouvoir faire
une acquisition en immunofluorescence et de montrer la positivité des deux techniques
sur les dépdts. C’est un procédé que nous avons expérimenté sur une dizaine de

prélevements porteurs de dépbts amyloides. Malheureusement, il s’est avéré que la
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double coloration (séquentiellement le Rouge Congo puis 'H-FTAA) semble exercer
un phénomene de compétition sur les sites de fixation de la sonde et aucune

fluorescence n’est visible en FITC.

En pathologie numérique, il sera donc indispensable de scanner une lame en lumiére
blanche pour le Congo et une lame en fluorescence pour 'H-FTAA. Le gain espéré
d’'une réduction du nombre de lames nécessaires pour la prise en charge de ces

prélevements disparait face a cet obstacle.
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Principales étiologies des amyloses cardiaques.

ANNEXE 1

Amylose Amylose Amylose cardiague
cardiaque AL cardiaque a a transthyrétine
transthyrétine héréditaire
wild-type
Age au 50 a 90 ans 70 a 100 ans 30 a 80 ans
diagnostic
Répartition par Globalement égale Nette Prédominance
sexe entre homme et prédominance masculine
femme masculine
Protéine Chaine légere d’lg Transthyrétine Transthyrétine
précurseur
Origine génétique Non Non Transmission
autosomique
dominante
Atteinte Rein, SNP, foie, Canal carpien, SNP
extracardiaque tractus gastro- tractus gastro-
intestinal, peau et intestinal
tissus mous
Manifestations Maladie systémique Phénotype Dépend du variant.
cliniques car(?i\;eqcu:t;etl?é?\ale prédcoanz?rlgil:eavec - Val122lle -
: . hénotype cardiaque
(60-70%) ; cardiomyopathie P yp a
hépatique (15%) et restrictive et IC - Thr60Ala :
du SNP (10%) avec FEVG phénotype mixte
préservee - Val30Met :

prédominance
neuropathique

Pronostic au
diagnostic

Médiane de survie 4
a 6 mois en cas
d’insuffisance
cardiaque

Médiane de survie
2a6ansen
'absence de

traitement

Médiane de survie 3
al2 ans

Ig, immunoglobuline ; IC, insuffisance cardiaque ; FEVG, fraction d’éjection
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ANNEXE 2

Prise en charge thérapeutique de 'amylose AL au diagnostic
d’aprés Mayo Consensus.
(A) “Newly Diagnosed AL Amyloidosis' - Transplant ineligible

http://msmart.org
BM PC 2 10% V8 August 2019
Ciinical or CRAB or high risk FISH
trials
preferred ‘ ‘
No Yes
} ‘
| CyBorD x 4-6 cycles 234 | |CyBorD x 6-12 cycles 2.3.4|
)
| 2 Hematologic VGPR 5 | | 2 Hematologic VGPR 5 |
Yes No V\Yes
Observation Consolidation Consider maintenance
Bortezomib/ixazomib = 2 yrs

]

1 Consider adding doxycycline for at least a year

2 Or BMel-Dex

3 If < PR at 2 months consider changing therapy

4 If young, consider stem cell collection for eventual ASCT

5 Decision to change/add therapy if > CR made based on a number clinical factors. Re-refer to amyloid center of excellence

(B) Wewly Diagnosed AL Amyloidosis' - Transplant eligible

BM PC 2 10% http://msmart.org
or CRAB or high risk FISH V8 August 2019

Clinical

trials
preferred " ‘
No 2 st

[ Induction 2-4 cycles® |

[

| Mel 200 ASCT # | | Mel 200 ASCT * |
i i
| = Hematologic VGPR® | | 2 Hematologic VGPR 5 |
Yes No No Yes

Observation | | Consolidation — Maintenance 2 2 years as
Consider tolerated ©

1 Consider adding doxycycline for at least a year
2 Induction (CyBorD or low-dose lenalidomide VRd) also used if delay (e.g. >1 month) in proceeding to ASCT
3 If CR, collect stem cells and option to observe without ASCT

4 For CrCl <30, use Mel 140 mg/m?. Age >70, consider Mel 140
5 Decision to change/add therapy if > CR made based on a number clinical factors. Re-refer to amyloid center of excellence

6 If high-risk FISH (del 17p, t(4;14), or t(14,20)), use proteasome inhibitor for maintenance; otherwise lenalidomide
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Résumé :

Contexte : Les amyloses regroupent un ensemble de maladies caractérisées par la
présence de dépobts protéiques insolubles prenant une conformation spécifique en
feuillets B-plissés. Actuellement, leur diagnostic histopathologique est basé sur la
coloration du Rouge Congo qui offre, de bonnes performances diagnostiques mais
peut se révéler parfois insuffisante en raison d’'un manque de sensibilité sur les
dépbts de faible abondance et d’'une certaine subjectivité d’interprétation. Le
développement de nouveaux outils diagnostics telle que la sonde luminescente
conjuguée H-FTAA apporte une alternative prometteuse par rapport au Rouge
Congo. Notre objectif est d’évaluer la place de ce marqueur dans le dépistage de
'amylose.

Matériel et Méthodes : Nous avons conduit une étude rétrospective monocentrique
sur 'ensemble des biopsies des glandes salivaires accessoires et des biopsies de
graisse ombilicale adressés a I'institut de pathologie du CHU de Lille pour suspicion
d’amylose entre le 1°" janvier 2019 et le 31 décembre 2019. Chaque prélevement
disponible a été marqué par la sonde fluorescente H-FTAA puis interprété par deux
observateurs indépendants et en aveugle des résultats définitifs. Ces résultats ont
ensuite été comparés au statut du Rouge Congo apres relecture, considéré comme le
gold standard. La sensibilité, la spécificité et la concordance diagnostique inter-
observateur ont été calculés en référence au gold standard.

Résultats : sur 183 prélevements analysés, 'H-FTAA retrouve 33 cas positifs
d’amylose. Comparativement au Rouge Congo, le marquage par I'H-FTAA présente
une sensibilité de 0,97 et une spécificité de 0,99. Par ailleurs, il a permis la
requalification du diagnostic initial aprés relecture du rouge Congo dans 3 cas sur 33
(9%). La concordance inter-observateur est estimée a 0,89, démontrant une bonne
reproductibilité grace a sa simplicité de lecture.

Conclusion : Les performances diagnostiques de I'H-FTAA dans la recherche
d’amylose systémique apparaissent proches du gold standard actuel. Sa capacité a
détecter les atteintes minimes sur les tissus suggére d’ailleurs une sensibilité
supérieure face au Rouge Congo dont c’est 'une des principales limites reconnues.
Sa facilité d’emploi et d’interprétation font également de la sonde H-FTAA un
marqueur complémentaire idéal dans cette indication.
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