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Résumé

Contexte : Les dosages du sC5b-9 et de la fraction Bb du complément sont d’une aide
précieuse pour le diagnostic et le suivi du traitement de nombreuses pathologies
impliquant le complément. Face a la difficulté d’interprétation des anomalies du
complément, il est important de disposer d’intervalles de référence fiables, et
d’effectuer ces dosages dans des conditions pré-analytiques adaptées. Les objectifs
de notre travail sont de déterminer des intervalles de référence du sC5b-9 et de la
fraction Bb propres a notre laboratoire, et d’étudier la stabilité de ces paramétres dans
différentes conditions pré-analytiques.

Méthode : Cette étude monocentrique rétrospective s’est portée sur des prélévements
recus au CHU de Lille issus de de patients ne présentant pas de pathologie modifiant
les concentrations des protéines du complément, et dont les paramétres du
complément de 1°°€ intention (C3, C4, CH50) étaient normaux. Les intervalles de
référence ont été calculés selon les recommandations du Clinical and Laboratory
Standards Institute. Concernant I'étude de stabilité, nous avons étudié I'impact des
cycles de congélation/décongélation, et de la conservation a 4°C et a température
ambiante, ainsi que les variations quotidiennes chez un méme individu sain.
Résultats : Entre septembre 2023 et février 2024, 4813 bilans contenant au moins un
parameétre de 1€ intention ont été réalisés. Deux-cent dix prélévements ont été inclus.
L’intervalle de référence pour le sC5b-9 au sein de notre laboratoire était de 85 [75-
91] a 432 [383-472] ng/ml, celui du facteur Bb était de 0,63 [0,58-0,67] & 1,71 [1,58-
1,85] ug/ml. La stabilité du dosage de sC5b-9 sur plasma EDTA n’était garantie
qu’'aprés un seul cycle de congélation/décongélation, seulement 24 heures a
température ambiante et 48h si conservé a 4°C. La stabilité du facteur Bb était
meilleure que celle du sC5b-9 dans toutes les conditions testées.
Conclusion : Les bornes de l'intervalles de référence du sC5b-9 déterminés par notre
étude sont plus élevées que celles du fournisseur, alors que celles du facteur Bb sont
sensiblement similaires. De plus, cette étude souligne linstabilité du sC5b-9 en
fonction des conditions pré-analytiques.
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Liste des abréviations

Abréviation Signification

ACL Acceptable Change Limit

AMM Autorisation de Mise sur le Marché
C1-INH Inhibiteur de C1

CAM Complexe d'Attaque Membranaire
CLSI Clinical and Laboratories Standards Institute
COFRAC Comité Francgais d’Accréditation

CVv Coefficient de Variation

DAF Decay Accelerating Factor

DNP Dinitrophényl

EDTA Acide éthylénediaminetétraacétique
EFS Etablissement francais du sang

ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
G6PD Glucose 6-Phosphate Déshydrogénase
GPI glycosyl-phosphatidyl-inositol

HPN Hémoglobinurie Paroxystique Nocturne
IC90 Intervalle de confiance a 90%

LED Lupus Erythémateux Disséminé

MBL Mannose Binding Lectin

MCP Membrane Cofactor Protein



NAD Nicotinamide adenine dinucleotide
SHU Syndrome Hémolytique et Urémique

RIPK Receptor-Interacting serine/threonine-Protein Kinase
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I- Introduction

1- Présentation et roles du complément :
Le systéme du complément a été découvert a la fin du 19°™¢ siécle, comme une
substance thermolabile qui « complétait » I'action des anticorps (1). Il est composé de
plus de 50 protéines plasmatiques et membranaires appartenant a I'immunité innée

mais jouant aussi un role dans la régulation de I'immunité adaptative (2).

Ainsi, il joue un réle primordial dans l'inflammation et la défense contre les agents
pathogénes grace a trois mécanismes principaux (3) (figure 1) :

- L’opsonisation,

- Lalibération d’anaphylatoxines,

- La formation du complexe d’attaque membranaire (CAM).

Ces meécanismes seront détaillés dans le paragraphe 1-3.

Par ailleurs, le systeme du complément soutient également divers processus en

dehors de I'immunité tels que la régénération tissulaire ou 'hématopoiese (4).

(A)
Op ion and phagocy
cab L® )
p 4 p 4
Microbe Microbe —3%

: Recognition of bound C3b i
Binding of C3b (or C4b) Phagocytosis
to microbe (opsonization) Y Phagocyte C3b receptor of microbe

B)
ion of ir y
A S =
ca O 0y i) )
I «Cbsa () '/, 3 I
> J Microbe —<
| Microbe |
Binding of C3b to microbe, Recruitment and Destruction
release of C3a; proteolysis activation of of microbes
of C5, releasing C5a leukocytes by C5a, C3a||by leukocytes
(C) Yy y y Y
c 3 diated cytolysi ~
1 (cslcon \e o)
C3b Microbe p- A
I € @2 e
g et
| Microbe = | o e
o Formation of Osmotic
Binding of C3b to microbe, the membrane attack | f
activation of late components complex (MAC) ysis O
of complement microbe

Figure 1 : Mécanismes d’action du complément (5)
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2- Voies d’activation du complément :
Les protéines du complément s’activent par une cascade enzymatique.
Les protéines de la cascade sont désignées par des lettres majuscules (par exemple
B et C), éventuellement suivies d’'un numéro. La lettre minuscule “a” ou “b” (par
exemple C2a ou Bb) indique les fragments issus d’'une protéolyse.
Trois voies d'activation du complément existent (figure 2) (6) :
- Lavoie classique,

- La voie des lectines,

- Etla voie alterne.

| Voie classique | | Voie des lectines | | Voie alterne
C1-inhibiteur Ciq, Cir, Cis MBL C3
Ca MASP1 Facteur B
Cc2 MASP2 Facteur D
C3 convertase classique CD 55 C3 converiase alterne Facteur H
C4b2a C3bBb
Facteur | ca c3 Facteur |
Lt v y cD46
e C3b o Facteur H
Cabp CR1
C5 convertase classique CD 55 C5 convertase alterne
C4b2a, C3b C3bBb, C3b
A
cé
Vole finale commune | c7
cs8 CD59
co
C5b9

Figure 2 : Voies d’activation et de réqulation du complément (6)

a- Lavoie classique

La voie classique est initiee par la fraction C1q qui reconnait certaines molécules cibles
(complexes immuns, ligands endogénes comme les pentraxines ou d’autres protéines

a la surface de certaines cellules apoptotiques et bactéries). Un changement de
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conformation se produit, permettant au C1q d’interagir avec C1r et C1s et d’activer
'ensemble du complexe C1.

Le C1 activé clive C2 en C2a et C2b ; et C4 en C4a et C4b. C4b et C2a se lient et
génerent C4b2a ; appelée la C3 convertase de la voie classique. Cette derniére clive
le C3 en C3a et C3b.

L'association de C3b avec la C3 convertase forme le complexe trimoléculaire C4b2a3b

appelé C5 convertase. Ce dernier clive C5 en C5a et C5b (Figure 3).

b- Lavoie des lectines

La voie des lectines joue un rdle crucial dans la défense contre les infections,
indépendamment des anticorps. Elle se déclenche lorsque des protéines de liaison
aux mannoses (MBL ou Mannose Binding Lectin) ou des ficolines reconnaissent des
motifs de glucides sur les pathogeénes. Cette liaison recrute et active les sérine
protéases associées a MBL, MASP-1 et MASP-2, qui clivent les protéines du
complément C2 et C4, formant le complexe C3 convertase (C4b2a). Ce complexe est
le méme que celui de la voie classique et aboutit au clivage du C3 puis a la formation

de la C5 convertase (Figure 3).

c- Lavoie alterne

A la différence des 2 voies précédemment décrites, la voie alterne est activée de
maniére permanente et spontanée, sans besoin de reconnaissance spécifique des
pathogenes, par I'hydrolyse de C3 en C3(H20) ; forme bioactive du C3. Ce processus

appelé tick over (7) permet une réactivité plus rapide face aux agents pathogénes.
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Le C3(H20) se fixe au facteur B, permettant son clivage par le facteur D. Le complexe
C3(H20)Bb constitue une C3 convertase soluble capable de cliver le C3 en C3a et

C3b.

A la surface des pathogenes, le C3b (généré par ce tick over, mais pouvant aussi
provenir du clivage de C3 par la C3 convertase classique) se lie au facteur B, qui est
clivé par le facteur D pour former la C3 convertase alterne (C3bBb). Celle-ci clive
davantage de C3 en C3a et C3b, générant une boucle d'amplification. La properdine
(facteur P) stabilise la C3 convertase alterne, prolongeant ainsi sa demi-vie et
augmentant son efficacité. L'association de C3b supplémentaire avec la C3 convertase
alterne forme la C5 convertase alterne (C3bBbC3b), qui clive C5 en C5a et C5b (Figure

3).

Voie alterne

; ; 3
Voie des lectines o Q e Q
L2 . G2 Hydrolyse
. spontanée l
Cs(HZO)‘
C1 f C5a C3a (4b2a
C1qY\Cls e© ’
ot . L e ©
g v bo D
FH, FI, C4BP

Résidus (5 convertase

Voie classique

MBL
MASP
Clinh—~y C3 convertase

mannoese MCP (CD46) Clustérine
(C4b20)C3b | (CabBb)C3p  DAF(CDSS) o tine
+C5 CD59
v 4

+C6, C7, C8, C9
s

Cb C5b9

Complexe d’attaque
membranaire (CAM)

Figure 3 : Formation de la C3 et de la C5 convertase (8)
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d- Lavoie finale commune

Les 3 voies d'activation ont comme point commun la formation d’'une C5 convertase
(classigue ou alterne) (figure 4) (9). Cette derniére entraine une protéolyse du C5 en
Cb5a et C5h. Ce dernier se lie & C6 puis & C7. Le complexe C5b-7 est lipophile et peut
s’ancrer a la membrane cellulaire. Il va a son tour se lier a C8 (C5b-8) puis a C9,
aboutissant a la formation du CAM (C5b-9 membranaire), aux propriétés lytiques.

La liaison du CAM a la membrane cellulaire peut étre inhibée par la vitronectine et par
la clustérine (10). Ces derniéres bloquent la fixation du C5b-7 a la membrane cellulaire

(11). Le C5b-7 va alors lier C8 puis C9 et produire un complexe C5b-9 soluble (sC5b-

9), sans activité lytique, mais avec un réle dans le développement de lI'inflammation.

Classical Pathway
Lectin Pathway
Alternative Pathway

Soluble C5b-9

gt

Membrane-bound TCC

cleayes

Figure 4 : Voie finale commune d’activation du complément, adapté de Wijaya et. al. (9)
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3- Fonctions du complément

a- L’opsonisation

Le C3b est une opsonine, c’est-a-dire une molécule qui se fixe a la surface de la cellule
cible, permettant sa phagocytose par liaison aux récepteurs de type 1 du complément

(CR1) présent sur les cellules phagocytaires.

b- La libération d’anaphylatoxines

Les protéines C3a, C4a et C5a sont des anaphylatoxines. Elles stimulent notamment
la production de cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8) par les
macrophages et de médiateurs de l'inflammation tels que I'histamine, activent les
cellules endothéliales en augmentant I'expression membranaire des molécules
d’adhérence (VCAM-1, ICAM-1) et favorisent par chimiotactisme I'attraction des
cellules inflammatoires vers le site de phagocytose, entrainant ainsi une réaction

inflammatoire (12).

c- L’activation du CAM

Le CAM entraine la lyse cellulaire en formant des pores transmembranaires dans la

cellule cible (figure 5) (13), désorganisant la bicouche lipidigue membranaire.

Membrane

Figure 5 : Complexe d’attaque membranaire (13)
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L’activation du CAM permet une entrée passive d’eau et des mouvements ioniques
(14) ; entrainant ainsi un déséquilibre osmotique provoquant la mort cellulaire par
osmolyse. Par ailleurs, I'afflux de calcium dans la cellule cible active des facteurs
lytiqgues comme calpain et RIPK-1 et 3 (Receptor-Interacting serine/threonine-Protein

Kinase) (Figure 6).

lNLRPS nfiam Calpain  Calcineurin RIPK1, RLIPKS CaM

PKC ———
activation M e
| » Bid/lBax BadllBax l / J \ \n

S CaMK ERK1/2 p38 JNK

.

Akt, PI3K —— Cell cycle activation

IL-1f L8 | }
-slegretion- Cell | MAC
proliferation| | Endocytosis

IL-1p IL-18

Figure 6 : Conséquences cellulaires de I’activation du CAM (ions-dépendants) (14)

4- Régulation de la cascade d’activation du complément
Afin de protéger les tissus sains contre une activation excessive du complément, la
régulation de la cascade d’activation se fait a plusieurs niveaux, par des régulateurs
tissulaires et en phase liquide. Le tableau 1 résume les principales protéines

régulatrices.
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Par exemple, l'inhibiteur de C1 (C1-INH) inhibe I'activation de la voie classique du

complément et le facteur H régule 'activation de la voie alterne.

Regulator Function Location
Cl1 inhibitor (C1-INH)  Inactivates Clr and Cls, MASP-1, and MASP-2 Plasma
MCP Cofactor for factor I-mediated cleavage of C3b and C4b Membrane-
bound
DAF Destabilizes C3/C5 convertases of the CP and AP (decay accelerating activity) Membrane-
bound
CR1 Decay accelerating activity as well as cofactor activity for factor I-mediated cleavage of Membrane-
C3b and C4b bound
C4 binding protein Binds to C4b; decay accelerating and cofactor activity Plasma
(C4BP)
Factor H Binds to C3b; has decay accelerating activity of the AP C3 and C5 convertases and Plasma
cofactor activity
Thrombomodulin Increases CFH cofactor activity, activates TAFI-mediated C3a and C5a inactivation Membrane-
bound
Factor I Degrades C3b and C4b aided by cofactors Plasma
CD59 Blocks the C9 association with C5b-8 to prevent C5b-9 formation on host cells Membrane-
bound
S-protein (vitronectin)  Binds to C5b-7 and inhibits C9 polymerization Plasma
Clusterin (SP-40,40) Binds to C5b-7 and inhibits generation of C5b-9 Plasma

Abbreviation: TAFI, thrombin activatable fibrinolysis inhibitor.

Tableau 1 : Principales protéines réqulatrices de la cascade du complément, d’aprés Noris et

al. (15)

5- Complément et pathologies
Comme expliqué ci-dessus, le complément joue un role crucial dans la défense contre
les pathogénes. Cependant, une dérégulation du systeme de complément joue un réle
dans la pathogénie de nombreuses affections (auto-immunes, infectieuses,
hématologiques, etc...)
Sommairement, nous pouvons distinguer deux situations : un défaut d’activation ou

une hyperactivation de la cascade du complément.
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a- Infections

D’une part, les déficits en protéines de la voie alterne du complément, telles que la
properdine (stabilisateur de la C3 convertase alterne) ou en composants de la voie
finale commune peuvent entrainer une susceptibilité accrue aux infections, notamment
par des bactéries encapsulées comme Neisseria meningitidis (16).

D’autre part, certains agents infectieux (tel que le SARS-CoV-2) peuvent induire une
activation du complément entrainant des conséquences tissulaires. Ainsi, I'activation
de la voie des lectines (par la protéine N du SARS-CoV-2, via MASP-2) et de la voie
alterne (via la protéine S) est impliquée dans I'orage cytokinique décrit dans la COVID-

19 (17) .

b- Lupus érythémateux disséminé

L’'implication du complément (et notamment le rdle de la voie classique) dans la

physiopathologie du lupus érythémateux disséminé (LED) est bien identifiée (18,19).

Bien que rare, le déficit génétique en C1q entraine un développement de LED dans
90% des cas (20,21), et la présence de certains variants de C1qg est associée a la
présence d’'une photosensibilité ou d’une néphropathie lupique (22). La présence
d’anticorps anti-C1q pourrait étre impliquée dans le défaut de clairance des corps
apoptotigues (mimant un déficit génétique en C1q) et est un marqueur prédictif de
néphropathie lupique (23). Par ailleurs, d’autres protéines de la cascade d’activation
du complément sont impliqguées dans le développement du LED. Par exemple, des
mutations du facteur H et de CD46 (ou MCP pour membrane cofactor protein)
pourraient étre impliquées dans les formes précoces de LED (21). Ainsi, un déficit en
certaines protéines du complément (génétique ou acquis par la production d’auto-

anticorps), favorise I'apparition d’un LED.
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D’autre part, le dépét tissulaire des complexes immuns lié a la présence d’auto-
anticorps associés au LED induit I'activation de la voie classique du complément, ce
qui majore les dégats tissulaires. Ceci se traduit entre autre sur le plan sérique par une

consommation du C4.

La boucle d’amplification de la voie alterne joue également un réle dans la formation

et le développement des lésions endothéliales et tissulaires, notamment rénales (24).

c- Hémoglobinurie paroxystique nocturne

L'hémoglobinurie paroxystique nocturne (HPN) est due a I'expansion de cellules
souches hématopoiétiques clonales présentant une mutation somatique du géne PIG-
A (25). Cette derniére entraine un déficit d’expression de la molécule d’ancrage
glycosyl-phosphatidyl-inositol (GPI), résultant en un défaut d’ancrage de protéines a
la membrane cellulaire ; notamment de 2 protéines inhibitrices du complément : CD55
(DAF - decay accelerating factor) et CD59 (MIRL - membrane inhibitor of reactive
lysis).

L'absence de ces protéines régulatrices rend les globules rouges susceptibles a la lyse
mediée par le complément car leur membrane est dépourvue d’autres protéines
régulatrices (MCP par exemple), entrainant une hémolyse chronique, et des
complications thrombotiques dans divers territoires (syndrome de Budd-Chiari, et

thrombose du systeme nerveux central) (25).

d- Syndrome hémolytique et urémique

Le syndrome hémolytique et urémique (SHU) est une microangiopathie thrombotique
définie par la triade : insuffisance rénale, anémie hémolytique mécanique et

thrombopénie. La classification des SHU en fonction de [I'étiologie distinguait le
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SHU typique, secondaire a une infection par E.coli producteur de Shiga-toxine, par
Streptococcus pneumoniae ou par le virus HIN1/influenza 1, et le SHU atypique, lié &
une anomalie de la voie alterne du complément (26) . En réalité, il semblerait que la
cascade du complément soit aussi activée dans le SHU typique (27). Néanmoins, en
cas de SHU atypique, les conséquences physiopathologiques résultent directement
d’'une activation non contrélée de la voie alterne du complément.

Les principaux régulateurs de la voie alterne impliqués dans la physiopathologie du
SHU atypique sont le facteur H, le facteur | et MCP. Des anticorps anti-facteur H sont
mis en évidence chez 10% des patients atteints de SHU atypique (28). Les mutations
inactivatrices des genes CFH (codant pour le facteur H), MCP, et CFI (codant pour le
facteur 1) sont retrouvées respectivement dans 20 a 30%, 9% et 8% des cas.

Moins frequemment, des mutations gain de fonction du facteur B et de C3 sont en
cause (29). Le C3 muté perd sa capacité de se lier aux protéines de régulation, il se

lie donc au facteur B pour former la C3 convertase alterne (30).

e- Autres pathologies

La vascularite urticarienne hypocomplémentémique est une vascularite causée par les
complexes immuns, impliquant I'antigéne C1q et des anticorps anti-C1q ; ce dernier
étant un élément majeur du diagnostic (6).

Les cryoglobulinémies sont des pathologies définies par la présence dans le sérum
d'immunoglobulines qui précipitent in vitro au froid (température inférieure a 37 °C) et
qui entrainent in situ l'oblitération des vaisseaux sanguins a [lorigine des
manifestations de la maladie (31). Deux meécanismes sont impliqués dans la

pathogénie : la précipitation de la cryoglobuline et la vascularite médiée par les
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complexes immuns. Le Clq peut se lier a des récepteurs au niveau des cellules
endothéliales et facilite le dépbt de complexes immuns.

Le systtme du complément participe aussi a la neuroinflammation et a la
démyélinisation exacerbant les symptémes et la progression des maladies telles que

la maladie d'Alzheimer et la sclérose en plaques (32).

6- Traitements visant le complément
Afin de traiter ces pathologies, divers traitements inhibiteurs du complément ont été
développés ces derniéres années. lls sont classés en fonction de leurs mécanismes
d’action (Figure 7). Certains de ces traitements sont en cours d’évaluation, d’autres
ont obtenu une autorisation de mise sur le marché (AMM). Par exemple, I'éculizumab
et le ravulizumab ont TAMM en Europe pour le traitement du SHU atypique et de 'HPN,
et 'avacopan a obtenu en 2022 une autorisation d’accés précoce pour le traitement
des patients atteints de granulomatose avec polyangéite ou de polyangéite

microscopique.

Inhibiteur sélectif
voie des lectines

Narsoplimane

J- Inhibiteurs sélectifs
de la voie alterne

. " Inhibiteurs du
Inhibiteurs sélectifs Voie classique Voie des lectines Voie alterne facteur D :
de la voie classique .

Danicopan
imli C3(H:0 i
Sutimlimab C1qGirCTs ASPs (H20) Vemm.:opan
Ruconest I I Lampalizumab
Cinryze .
- Inhibiteur du
Inhibiteurs du C3 .

facteur B :

©2
S—
-,D‘\__,- Pegcetacoplan Iptacopan
@@ w Mirocept .
AMY-101
—E3 TP10 .
— ~—~E=3 Inhibiteurs du C5
Inhibiteurs v
C5a/C5aR @ '. , BEERIEED Eculizumab
Avacopan _l 4« Ravulizumab
Avdoralimab . Crovalimab
Olendalizumab Pozelimab
Vilobelimab l/'" Tesidolumab
Zilucoplan
C5b-9 (MAC Zimura

Cemdiseran

Figure 7 : Inhibiteurs du complément, adapté de Pogossian et al (33).
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L’éculizumab, un anticorps monoclonal anti-C5, est le premier traitement inhibiteur du
complément ayant obtenu une AMM. Ce dernier se fixe a la région contenant le site
du clivage de C5 en Cb5a et C5b ; bloquant ainsi la formation de I'anaphylatoxine C5a
et celle du CAM (via I'inhibition de la formation du C5b). Ce traitement a démontré une
réduction significative des évenements thrombotiques et du besoin transfusionnel

dans ’'HPN (34), ainsi qu’'un bénéfice clinique significatif dans le SHU atypique (35).

Plus récemment, I'efficacité du ravulizumab dans le traitement de 'HPN (36) et du SHU
atypigue (37) a été prouvée. Il s’agit également d’un anticorps monoclonal anti-C5.
Comparativement a I'’éculizumab, il n’est pas dégradé dans I'endosome et est recyclé
par le récepteur néonatal Fc, ce qui allonge sa demi-vie (4 fois plus longue que

I'éculizumab), permettant des injections plus espacées dans le temps (38).

Ainsi, I'exploration du systéme du complément permet d’orienter le diagnostic, le suivi
des maladies, la mise en place de traitements étiologiques et le suivi de leur efficacité

(40,41).

7- Explorations biologiques du systeme du complément

a- Bilan de premiére intention

Le bilan de 1°¢ intention comprend le dosage des protéines C3 et C4 du complément,
ainsi que le Complément Hémolytique 50 (CH50) (42). Le tableau 2 résume les
intervalles de référence (communément appelés « valeurs normales ») sur plasma,
déterminés au sein du service d'immunologie du CHU de Lille et actuellement utilisés

pour ces 3 parametres (42).
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Paramétres Intervalles de
référence

c3 800-1640 mg/l
ca 120-380 mg/|
CH50 35,4-76,3 U/ml

Tableau 2 : Valeurs de référence C3-C4-CH50, adapté de Lopez et al. (42)

i.C3etC4
La concentration plasmatique des fractions C3 et C4 peut étre mesurée par des
techniques  automatisées se basant  sur  limmunoturbidimétrie ou
limmunonéphélémétrie. Au CHU de Lille, les dosages de ces parameétres se font par
turbidimétrie sur 'automate OPTILITE® (The Binding Site, Birmingham, UK) avec les
réactifs commercialisés par The Binding Site (43). Il faut néanmoins faire attention aux
risques d’interférences avec ces méthodes de précipitation en milieu liquide, en
particulier avec des prélevements hémolysés, lactescents ou contenant une

concentration importante en complexes immuns.

ii. Complément Hémolytique 50
Le CH50 est un test qui apprécie I'activité fonctionnelle globale de la voie classique et
de la voie finale commune. Le test de référence historique mesure la quantité de sérum
capable de lyser 50% d’hématies de mouton sensibilisées avec des anticorps de lapin
(anti-globules rouges de mouton). Schématiquement, le complexe globules rouges de
mouton/antiglobules rouges de mouton correspond a un couple antigene/anticorps et
entraine une activation de la voie classique du complément aboutissant a la formation

de CAM a la surface des hématies (44). Cette méthode de référence présente divers
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désavantages dont la difficulté d’obtenir des hématies de bonne qualité en plus d’'une
automatisation et d’'une accréditation difficilement réalisables.

La méthode liposomale (45) est une technique alternative automatisée utilisée dans
notre laboratoire depuis plusieurs années. Elle consiste a utiliser de liposomes
marqués a leur surface par le dinitrophényl (DNP) puis sensibilisés par des anticorps
anti-DNP (Figure 8). Ces liposomes contiennent I'enzyme glucose 6-phosphate
déshydrogénase (G6PD). Les protéines du systeme du complément apportées par le
sérum ou le plasma du patient se lient aux anticorps anti-DNP, formant des CAM lysant
les liposomes. La G6PD est libérée, permettant la conversion du substrat NAD
(Nicotinamide adenine dinucleotide), présent dans le réactif, en NADH, modifiant la
coloration du milieu. L’absorbance du milieu est ensuite mesurée par
spectrophotométrie, elle est proportionnelle a la quantité de liposomes lysés et donc a
la quantité de protéines du complément contenues dans I'échantillon.

Avec la méthode liposomale, nous mesurons donc I'activité totale de la voie classique
du complément, et non la quantité de plasma nécessaire pour obtenir 50% d’hémolyse.
Cette méthode présente comme avantages d’étre standardisée, automatisable, et

rapide (40).

Antigen

€ = Glucose-6-phosphatase
Enzyme l

Liposome

Figure 8 : Principe de la méthode liposomale (46)
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b- Bilan de seconde intention

Bien que le bilan de 1° intention nous permette de nous orienter vers une situation
pathologique impliquant le complément (activation de la voie classique ou alterne,
inflammation, déficit en fraction du complément, interférence, etc...), il existe des
situations rendant l'interprétation des résultats complexe. |l est par exemple difficile de
différencier une activation de la voie classique d’une activation de la voie classique
associée a celle de la voie alterne, ou de diagnostiquer une activation modérée de la
voie alterne. Les intervalles de référence pour les paramétres de 1° intention étant
larges, il peut étre difficile de distinguer un cas de valeurs normales basses d’un début
d'activation chez un individu avec des valeurs normales hautes (40).

Ainsi, les objectifs des dosages de 2" intention sont d’améliorer la sensibilité
diagnostique et de faciliter I'interprétation des anomalies du bilan du complément.

Il peut donc étre utile de doser d’autres protéines du complément, spécifiques de la
voie alterne (facteur D, fraction Bb,...), de la voie classique (C1q,...) ou de la voie
terminale (C9, sC5b-9,...).

Dans le laboratoire d’'immunologie du CHU de Lille, nous dosons en seconde intention
deux marqueurs d’activation du complément : le complexe soluble sC5b-9 et la

fraction Bb.

i. sCb5b-9
Le complexe sC5b-9 est un néo-épitope soluble et non actif du CAM. Il se lie en
'absence d’'une membrane cible a la vitronectine au stade de la formation du C5b-7
soluble (10). L'augmentation de sa concentration plasmatique ou sérique est le reflet

de I'activation du CAM (47) et donc de I'activation de la voie terminale.
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Le test immunoenzymatique MicroVue™ sC5b-9 Plus (Quidel®) (48) permet de

mesurer la concentration de sC5b-9 sur le principe d'un test ELISA.

ii.  Facteur Bb
Le dosage de la fraction Bb se fait par le kit de dosage enzymatique MicroVue™ Bb
Plus (Quidel®). Il permet d’évaluer I'activation de la voie alterne en déterminant la

quantité de fragment Bb produite suite au clivage du facteur B.

c- Indications et interprétation des bilans de seconde intention

Les dosages du sC5b-9 et de la fraction Bb du complément fournissent des
informations supplémentaires sur I'activation du complément et 'implication éventuelle
de la voie alterne. Dans une étude menée a I'Institut d'Immunologie du CHU de Lille,
'ajout du dosage de ces 2 parameétres permettait d’interpréter différemment 25 a 30
% des conclusions par rapport a des bilans ne contenant que les paramétres de 1°¢

intention (40).

Par ailleurs, le dosage du C3, C4 et CH50 peut manquer de sensibilité. En effet, ces
derniers ne seront diminués qu’en cas de consommation importante du complément,
contrairement a 'augmentation du sC5b-9 et de la fraction Bb. Dans notre expérience,
les cinétiques de production et d’élimination du sC5b-9 semblent rapides (40). D’une
part, une élévation de cette fraction peut précéder I'altération des paramétres de 1¢¢
intention. D’autre part, il est possible d’avoir des valeurs de sC5b-9 dans les normes
alors que les parameétres des explorations de 1° intention sont encore altérés, par

retard de reconstitution des réserves.
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Nous réalisons donc ces 2 dosages dans plusieurs situations :

e Dans un premier bilan d’exploration du complément, dans lequel un ou
plusieurs des parameétres du bilan de 1° intention est ou sont diminués. Nous
explorons les marqueurs d’activation pour documenter et expliquer 'anomalie
observée

e Lorsque la cinétique d’'un ou plusieurs des parameétres de 1¢¢ intention diminue
fortement par rapport a des valeurs antérieures (méme si les valeurs restent
dans la norme des intervalles de référence établies par le laboratoire).

e Dans le cadre du suivi d’'un patient sous éculizumab. Habituellement, sous
éculizumab, le CH50 est indosable. Cependant si ce dernier n’est pas effondré
et demeure dosable par nos technigues, nous pouvons explorer la production

du sC5b-9.
e Dans le cadre d’'une demande de réalisation de ces dosages par le médecin

prescripteur.

8- Problématiques
Face a la difficulté d’interprétation des anomalies du complément et aux
conséquences sur la prise en charge des patients, il est important de disposer
d’intervalles de référence fiables. Pour le sC5b-9 et le facteur Bb, nous utilisons
actuellement les intervalles de référence établis par le fournisseur Quidel®
(Tableau 3). Selon les fiches techniques de ce dernier, ces intervalles de
référence ont été déterminés pour le sC5b-9 et le facteur Bb a partir de

respectivement 40 et 36 prélevements de témoins sains (48,49).
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Paramétres Intervalles
fournisseur

sC5b-9 75-219 ng/ml

Bb 0,49-1,42 ug/mil

Tableau 3 : Intervalles de référence sur plasma EDTA du sC5b-9 et du facteur Bb établis par le

fournisseur

Cependant, le CLSI (Clinical and Laboratories Standards Institute) (50) et le COFRAC
(Comité Francais d’Accréditation) recommandent aux laboratoires de biologie
meédicale de ne pas se contenter des normes établies par les fournisseurs, mais de les

vérifier ou d’en établir de nouvelles si celles-ci ne sont pas transférables.

Ce travail a été fait au sein de notre laboratoire pour les paramétres dosés en 1°e
intention (C3, C4, CH50) ainsi que pour le C1-INH (42), mais n’a pas encore été réalisé

pour le sC5b-9 et le facteur Bb.

Par ailleurs, il est connu que sous certaines conditions pré-analytiques, le complément
peut étre activé in vitro, faussant l'interprétation des résultats (51). Par exemple, les
variations de température, les cycles de congélation-décongélation et le temps de
conservation sont des paramétres qui peuvent impacter les résultats de dosage. Lopez
et al. (52) ont démontré que dans un prélévement conservé a température ambiante,
le complément était activé et que le dosage du CH50 chutait rapidement dans les
premiéres 24 heures. En revanche, dans des conditions de conservation a -20°C, les

parameétres C3, C4 et CH50 étaient stables jusqu’a 4 semaines.

Dans notre laboratoire, qui accueille des prélévements de 'ensemble du CHU de Lille,

mais aussi de CH extérieurs, ces conditions pré-analytiques peuvent étre variables.
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Afin de pouvoir prendre un compte ce biais dans le rendu des résultats et d’en

améliorer la pertinence, des tests de stabilité des parameétres de 2é™ intention sC5b-

9 et Bb sont donc nécessaires.

9- Objectifs

Les objectifs de ce travail sont donc :

De vérifier la transférabilité des intervalles de référence du fournisseur a notre
laboratoire pour les parameétres sC5b-9 et Bb, et si besoin d’établir de nouveaux
intervalles de référence propres a notre laboratoire, en prenant en compte les
variations entre classes d’age et de sexe si elles existent,

D’étudier la stabilité de ces parameétres dans différentes conditions preé-
analytigues (cycles de congélation/décongélation, conservation dans

différentes conditions de température).
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[I- Matériel et méthodes

1- Méthodes de dosage des parametres sC5b-9 et facteur Bb
Dans notre laboratoire, les paramétres sC5b-9 et Bb sont dosés par une méthode
immuno-enzymatique de type ELISA manuel, de maniére hebdomadaire. Les
prélévements sont décongelés au bain marie a 37°C pendant quelques secondes, puis
immédiatement placés sur glace. Pour des raisons pratiques et organisationnelles, les

dosages de ces 2 parametres sont réalisés en parallele de maniére systématique.

Pour le dosage du sC5b-9, le test suit une procédure a 3 étapes (Figure 9) :

1. On utilise une microplague enduite d’'un anticorps monoclonal de souris qui se
lie de facon spécifique a 'anneau C9 du sC5b-9. On y dépose le plasma ou le
sérum que I'on souhaite tester et le sC5b-9 présent est fixé par les anticorps de la
microplaque. Un cycle de lavage est réalisé, éliminant les protéines non fixées
pouvant géner l'interprétation des résultats.

2. Lors de la deuxieme étape, des anticorps conjugués a la peroxydase de raifort
(HRP) et dirigés contre le sC5b-9 sont ajoutés dans chaque puits. lls se lient au
sC5b-9 précédemment fixé a la surface des puits. Aprées incubation, le conjugué
non lié est éliminé au cours d’un cycle de lavage.

3. A la derniere étape, un substrat enzymatique chromogéne de I'HRP est ajouté
dans chaque puits. La réaction se traduit par une coloration bleue. Aprés
incubation, la réaction enzymatique est stoppée chimiquement, ce qui produit une
coloration jaune. L’absorbance du milieu de réaction est ensuite mesurée a l'aide
d’un spectrophotométre. L’intensité de la coloration du mélange est proportionnelle

a la concentration en sC5b-9 dans les échantillons a analyser
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Antl:orps
Substrat de TMB *

Enzyme (peroxydase de
Raifort HRP)

T P Ry

1. Antigéne se fixe sur le puit coaté 2. Un 22 anticorps couplé a 3. Le substrat enzymatique
d’anticorps I'enzyme peroxydase de Raifort se chromogeénique est rajoutée dans
fixe sur I"antigéne le puit, provoquant une coloration

Figure 9: Principe de la méthode ELISA *

TMB : Tétraméthyle benzidine

Le principe est similaire pour le dosage du facteur Bb, en utilisant des anticorps de
capture et de détection dirigés contre le facteur Bb a la place des anticorps dirigés

contre le sC5b-9.

La technique utilisée au laboratoire et les réactifs sont commercialisés par Quidel® (Kit
Microvue™). Les réactifs pour notre étude étaient issus du méme lot pour 'ensemble
des dosages. Pour le sC5b-9 le lot utilisé était le 234261 (expiration le 30/06/2024).
Pour le facteur Bb, le lot était le 239769 (expiration le 28/02/2025).

Pour les deux parameétres, chaque série de dosages débute par la réalisation d’'une
courbe de calibration réalisée a I'aide de 5 étalons et d’'un « blanc ». Des contrdles de
gualité (un niveau bas et un niveau haut) en début et en fin de série permettent de

garantir la fiabilité des résultats.
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2- Etablissement des intervalles de référence

a- Phase pré-analytique et conservation

Au laboratoire d’'immunologie du CHU de Lille, 'exploration du complément se fait sur
un tube EDTA (acide éthylenediaminetétraacétique) Vacutainer de 6,0 mL (10,8 mg
K2EDTA, BD Vacutainer, Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA). L'EDTA permet la
chélation du Ca2+ qui entraine un blocage de la cascade de coagulation d’'une part et

de I'activation du systéme du complément d’autre part (52,53).

Les échantillons des patients du CHU de Lille arrivent a la réception du laboratoire a
température ambiante par un systéme de transport pneumatique dans les 3 heures
suivant le prélévement. Les échantillons sont ensuite centrifugés puis transférés pour
la plupart dans un automate aliquoteur qui génere en moyenne 3 aliquots par tube
mere. L’intérét d’avoir plusieurs aliquots par patient est de limiter le nombre de cycles
de congélation-décongélation afin de limiter l'activation in vitro du systeme du

complément.

Les prélevements réalisés en semaine en journée sont pris en charge par I'équipe
technique du laboratoire d'immunologie le jour méme du préleévement. En effet les
dosages du CH50, C3 et C4 sont réalisés 5 jours sur 7 sur 'automate Optilite® (The
Binding Site, Birmingham, UK). La nuit ou le week-end, si le prélévement est effectué
au CHU de Lille, il est aliquoté et conservé a 4°C, s’il provient de I'extérieur du CHU, il
est conservé a -20°C.

Pour les parameétres de 1° intention, un aliquot sur les trois générés par I'aliquoteur
est utilisé. Les deux autres aliquots sont conservés a -80°C durant trois mois. lls sont
utilisés si le service prescripteur ou le biologiste veulent rajouter des analyses

complémentaires.
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Nous avons donc utilisé ces aliquots conservés a -80°C afin d’établir les intervalles de

référence pour le sC5b-9 et le facteur Bb.

b- Sélection des patients

Il s’agit d’'une étude monocentrique rétrospective qui s’est portée sur des prélevements
pour lesquels un dosage des paramétres de 1° intention du complément était effectué
dans le cadre du soin, a l'Institut d’Immunologie du CHU de Lille, entre septembre
2023 et février 2024.

Pour toute demande de dosage des paramétres de 1 intention, les prélévements
sont conservés au congélateur a -80°C selon les modalités décrites précédemment.
Les patients a inclure dans I'étude des intervalles de référence étaient sélectionnés
selon le processus suivant :

- Pour étre inclus les patients devaient présenter des paramétres du bilan de 1¢¢
intention (CH50, C3 et C4) dans les intervalles de référence établis par le
laboratoire (42).

- Comme l'accés aux données cliniques et biologiques des patients était
indispensable, le patient devait étre issu du CHU de Lille et pas d’'un CH
extérieur.

- Ensuite, les données cliniques et biologiques des patients étaient extraites des
bases de données centrales du CHU de Lille (Sillage® pour les données
cliniques et Molis® pour les données biologiques) pour vérifier 'absence de
pathologie impliquant le complément. Ces données étaient analysées par deux
investigateurs du laboratoire afin de sélectionner les prélevements a analyser
en fonction des critéres d’exclusion définis ci-dessous. En cas de désaccord sur

I'exclusion d’'un patient, un troisieme investigateur revoyait les données.
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Pour étre inclus, les patients ne devaient pas présenter une pathologie aiglie ou
chronique qui aurait pu modifier les concentrations des protéines du complément. Pour
ce faire, nous nous sommes basés surles criteres cliniques et biologiques
(hématologiques ou biochimiques) similaires a ceux utilisés pour la détermination des
intervalles de référence des analyses du complément de premiére intention réalisée
dans notre service (39).

Les criteres d’exclusion sont détaillés dans le tableau 4 :

Critéres hématologiques et biochimiques Leucocyte < 4.10%/1 ou > 10.10%I
CRP > 3mg/|

ASAT/ALAT > 100 U/I

GGT > 100 U/L

Présence d’une cryoglobuline

Pathologies infectieuses ¢ Infection bactérienne, virale ou fongique, aigue ou
chronique
* Infections récurrentes (bactéries encapsulées)

Polyarthrite rhumatoide

Vascularite

Maladies inflammatoires chroniques de I'intestin
Syndrome de réaction inflammatoire systémique
Syndrome d’ischémie-reperfusion

LED

Syndrome des anti-phosholipides

Myasthénie

Psoriasis

Sclérodermie systémique

Sclérose en plague

Pathologies inflammatoires et autoimmunes

SHU atypique

Glomérulonéphrite

HPN

Angicedéme acquis ou héréditaire

Maladie d’Alzheimer
+ Maladie de Parkinson
*  Dégénération maculaire liée a I'dge

Pathologie impliquant une dérégulation du complément

Pathologies neuro-dégénératives

Autres +  Post-opératoire immédiat

Rejet aigu ou chronique (transplantation d’organe ou de
cellules souches hématopoiétiques)

Accident vasculaire cérébral

Infarctus du myocarde

Traumatisme

Brdlures

Syndrome de fuite capillaire

Tableau 4 : Critéres d’exclusion

*HPN : hémoglobinurie paroxystique nocturne ; LED : lupus érythémateux disséminé ; SHU : syndrome hémolytique et

urémique
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Cette étude rentre dans le cadre de la méthodologie de référence MR-004 définie par
la Commission nationale de l'informatique et des libertés (CNIL), et déclarée sous la
réeférence DEC23-143. En accord avec la législation frangaise, la signature d’un
consentement éclairé par les patients n’était pas nécessaire. Les patients ont été
informés de leur inclusion dans I'étude par courrier postal, accompagné d’un formulaire

leur permettant de refuser leur inclusion s’ils le souhaitaient.

c- Méthodologie statistigue

Les variables qualitatives ont été décrites en termes d’effectifs et de pourcentages et
les variables quantitatives en termes de meédiane et d’intervalle interquartiles (IQR). La
normalité des distributions a été veérifiée graphiquement et testée a l'aide du test de
Shapiro-Wilk. En cas de non normalité de la variable d’intérét (sC5b-9 ou Facteur Bb),
une transformation Box-Cox a été appliquée. Les valeurs extrémes ont été identifiées,
puis retirées, selon la méthode de détection de Tukey (54). Les intervalles de référence
(2.5%me et 97.5%me percentiles) et les intervalles de confiance a 90% ont été calculés
selon la méthode non paramétrique. Le transfert des intervalles de référence existants
a été validé en examinant un échantillon de 20 individus de la population de cette
étude. Aprés vérification de la normalité de I'échantillon et de I'absence de valeurs
extrémes, l'intervalle était considéré validé si moins de trois valeurs étaient en dehors
de l'intervalle. Dans le cas contraire, un autre échantillon de 20 individus a été étudié :
I'intervalle était considéré non transférable si plus de quatre valeurs étaient en dehors
de lintervalle. Les intervalles de référence ont été étudiés a partir des
recommandations du Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) EP28-A3c

(50). Les tests bilatéraux ont été réalisés avec un niveau de significativité de 5%. Les
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analyses statistiques ont été effectuées a I'aide du logiciel SAS (SAS Institute version

9.4).

3- Etude de la stabilité
Nous avons également étudié I'impact de plusieurs conditions pré-analytiques sur les
résultats de sC5b-9 et Bb. Les conditions choisies avaient pour but de refléter au mieux
les situations rencontrées dans notre laboratoire et leur impact potentiel sur les
résultats rendus. Les tests ont été réalisés en duplicate (dilutions et dosages).

Les différentes conditions évaluées étaient :

Impact des cycles de congélation/décongélation
- Stabilité sur sang total a 4°C

- Stabilité sur sang total a température ambiante
- Stabilité sur plasma a 4°C

- Stabilité sur plasma a température ambiante

- Variations quotidiennes chez un méme individu sain

Les prélévements étaient réalisés a JO, J1 et J2 sur tube EDTA par ponction veineuse
au pli du coude chez 3 adultes volontaires sains. Ces préléevements étaient ensuite
divisés en tubes de sang total conservés a température ambiante ou a 4°C et en
aliquots de plasma conservés a température ambiante, a 4°C, et a -80°C, selon les
besoins détaillés plus loin.

Les dosages de sC5b-9 et Bb étaient réalisés selon les recommandations de la fiche
technique, notamment en termes de décongélation au bain marie puis conservation
sur glace. Le dosage réalisé le jour méme du prélévement servait de mesure de

référence. Dans le cas des aliquots de plasma, chaque aliquot n’était utilisé qu’une

36



seule fois puis jeté. Dans le cas des tubes de sang total, la quantité de sang
nécessaire a la réalisation du dosage était déposée dans un tube & hémolyse a partir
du tube mere, puis centrifugée pour récupérer le plasma. Ce processus était reproduit
pour chaque point de mesure. L’ensemble des résultats est détaillé dans les annexes

(respectivement annexe 1 et annexe 2 pour le sC5b-9 et le facteur Bb).

a- Cycles de congélation/décongélation :

Trois aliquots de plasma prélevés a JO étaient congelés a -80°C immédiatement apres
prélevement. Un aliquot était décongelé et recongelé a -80°C 2 fois, puis décongelé
une derniere fois pour la réalisation du dosage (3 cycles de
congélation/décongélation). Un autre aliquot était décongelé et recongelé a -80°C 1
fois, puis décongelé une derniére fois pour la réalisation du dosage (2 cycles de
congélation/décongélation). Le 3°™¢ était décongelé uniquement pour la réalisation du
dosage (1 cycle de congélation/décongélation) (Figure 10).

Les étapes de décongélation intermédiaires étaient réalisées en laissant I'aliquot 30
min a température ambiante. La décongélation finale avant dosage était réalisée selon

les recommandations de la notice technique.

Congélation Décongélation
1

1
a I soc I'T -soc

v

k4

-80°C
o~ | 1 ,
\ I soc I
\ }
]
= | R
] »
Prélevement JO | | Série JO ‘

Figure 10 : Dosages réalisés pour I’étude de |la stabilité — Cycle congélation/décongélation
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b- Stabilité & 4°C et a température ambiante :

Quatre aliquots de plasma et un tube de sang total étaient prélevés a JO et conservés
a 4°C pour chaque sujet. Un dosage était réalisé immédiatement puis a 24, 48, 72 et
96 heures aprés prélevement pour le plasma aliquoté. Un dosage était réalisé a 48,
72 et 96 heures pour le plasma issu du tube de sang total (Figure 11).

Trois aliquots de plasma et un tube de sang total étaient prélevés a J1 et conservés a
température ambiante pour chaque sujet. Un dosage était réalisé immédiatement puis
a 24, 48, et 72 heures apres prélevement pour le plasma aliquoté. Un dosage était

réalisé a 24, 48 et 72 heures pour le plasma issu du tube de sang total (Figure 11).

e
'
|

v

A 4

Prélévement J2

Figure 11 : Dosages réalisés pour I’étude de la stabilité a 4°C et a température ambiante
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c- Variations guotidiennes :

Chaque sujet était prélevée a JO, J1 et J2 de I'étude, un dosage était réalisé le jour

méme du prélevement (Figure 11).

d- Analyse des résultats

Pour les tests de stabilité, la référence était définie comme étant le dosage effectué le
jour méme du prélévement.

Les résultats des dosages dans les différentes conditions pré-analytiques étaient tout
d’abord convertis en pourcentage de variation par rapport a la référence, ce qui reflete
l'instabilité du dosage défini selon le guide ISO-30 (55).

Pour définir si un dosage s’écartait de maniére significative de la référence, nous avons
utilisé la méthode de I'acceptable change limit (ACL), basée sur une étude de Bastin
et al. (56). Il s’agit d’'un critére basé sur le coefficient de variation (CV) de la fidélité
intermédiaire de la technique, défini dans la norme ISO 5725, chapitre 6 (révisée en
2017) (57) selon la formule :

ACL = +/- 2,77 x CV(%) de fidélité intermédiaire

Le tableau 5 présente 'ACL pour les 2 paramétres sC5b-9 et Bb, en se basant sur les

CV de fidélité intermédiaire maximaux définis par le fournisseur (48,49).
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Paramétres CV de fidélité Borne inférieure Borne supérieure

intermédiaire d’ACL (%) d’ACL (%)
maximal
sC5b-9 13,1 - 36,3 + 36,3
Facteur Bb 7,7 -21,3 +21,3

Tableau 5 : Coefficient de variation (CV) de fidélité intermédiaire maximal et bornes

d’acceptable change limit (ACL) pour chacun des parameétres.

Les résultats des dosages sont représentés en valeur absolue sous forme de courbe
d’évolution au cours du temps, et en pourcentage de variation par rapport a la

référence sous forme de dot-plot.
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I1l-Résultats

1- Intervalles de référence

a- Patients inclus

La figure 12 détaille le flow chart des patients inclus. Entre septembre 2023 et février
2024, 4813 bilans contenant au moins un parametre de 1 intention (C3, C4 ou CH50)
ont été réaliseés.

Trois mille deux cent cinquante-cing (67,6%) proviennent de patients suivis au CHU
de Lille. Le bilan de 1¢¢ intention d’exploration du complément pour les patients suivis
au CHU de Lille contient toujours au moins les trois paramétres de 1° intention : C3,
C4 et CH50.

Parmi ces derniers, 1130 (34,7%) bilans avaient au moins un parameétre sur les trois
avec une valeur en dehors des intervalles de référence. Les dossiers des 2125 patients
restants ont été analysés a la recherche des critéres d’exclusion définis dans le tableau
4. Parmi les 215 patients n’ayant aucun critére d’exclusion (soit 10% des patients
screenés), apres information par courrier postal, 5 ont refusé leur inclusion dans
I'étude. Nous avons donc utilisé les échantillons des 210 patients restants pour I'étude

des intervalles de référence.
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4813 bilans pour des paramétres de 1* intention du

complément de septem

3654 prélévements avec bilan de 1% intention complet

(C4, C3 et CH50)

3255 prélévements internes au CHU avec bilan de 18

intention complet

2125 prélévements internes au CHU avec un bilan de 1%

intention normal
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Figure 12 : Flow chart de I’étude

b- Description des patients inclus

5 patients exclus car refus de
participation a I'étude

J

Les données démographiques de la population étudiée sont détaillées dans le tableau

6.

L’age médian était de 43,5 ans [IQR : 33-57] avec un 4ge minimal de 2 ans et un age

maximal de 84 ans.

La médiane du sC5b-9 était de 182,5 ng/ml [IQR : 141,5-237,0], celle du facteur Bb

était de 0,96 yg/ml [IQR : 0,81-1,13].
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Médiane 1°" quartile- Valeur Valeur

3&me guartile minimale maximale
Variables
quantitatives
Age (années) 43,5 33-57 2 84
C3 (mg/l) 1102,5 979,3-1220,0 800 1563
C4 (mg/l) 245,5 203,3-294,8 122 377
CH50 (U/ml) 55,5 49,1-61,2 35,6 89.6
sC5b-9 (ng/ml) 182,5 141,5-237,0 53,0 589
Facteur Bb 0,96 0,81-1,13 0,46 3,83
(ng/ml)
Sexe
Masculin 60 (28,6)
Féminin 150 (71,4)
Age
>18 ans 189 (90)
<18ans 21 (10)

Tableau 6 : Description de la population

c- sC5b-9
i. Etude de la transférabilité des intervalles de référence du
fournisseur

Le CLSI recommande de vérifier pour chague paramétre exploré dans un laboratoire
la transférabilité des intervalles de référence établis par le fournisseur avant de mettre
en place de nouvelles normes. Le principe de transférabilité permet ainsi de valider ou
de refuser I'utilisation des normes du fournisseur en s’appuyant sur des prélévements
de routine.
Pour rappel, l'intervalle de référence du sC5b-9 établi pour le kit Microvue™ est le

suivant : 75-219 ng/ml.
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Apres un premier tirage aléatoire de 20 patients parmi les 210 inclus, et aprés
vérification de la normalité de la distribution des 20 valeurs, 3 avaient des valeurs en
dehors des intervalles de référence définis par le fournisseur. Un deuxieme tirage
aléatoire de 20 patients a donc été réalisé ainsi qu'une deuxiéme vérification de la
normalité de la distribution. Sur ce dernier tirage, 10 patients avaient des valeurs en
dehors des intervalles de référence du fournisseur. L’intervalle de référence établi
par le fournisseur n’est donc pas transférable pour le sC5b-9, il est donc

nécessaire d’établir un nouvel intervalle.

i. Etablissement d’un nouvel intervalle de référence
Les valeurs du sC5b-9 ne suivant pas une distribution normale (Figure 13), une

transformation de Box-Cox a été réalisée.

Skewness = 1.37 ; Kurtosis = 2.67
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Figure 13 : Distribution des valeurs du sC5b-9 avant transformation

Aprés vérification de la normalité des données transformées, 3 outliers ont été détectés
et exclus. Les nouveaux intervalles de référence et leurs intervalles de confiance a

90% (IC90) ont été définis sur les 207 patients restants.
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Les résultats sont présentés dans le tableau 7 et la figure 14.

Parameétres Limite inférieure Limite supérieure
de l'intervalle de de lintervalle de
référence référence
[IC 90%] [1IC 90%]

Outliers (n)

sC5b-9 (ng/ml) 207 85 [75;91] 432 [383;472]

Tableau 7 : Nouveaux intervalles de référence pour le sC5b-9

500
l

400
l

300
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200
l

i 100 @O0

100
l

Figure 14 : Présentation de l'intervalle de référence du sC5b-9

Les lignes bleu foncé et rouge représentent respectivement la borne inférieure et supérieure de I'intervalle de référence, les

lignes bleu clair et oranges l'intervalle de confiance a 90% de ces 2 bornes

Nous avons par ailleurs analysé de nouveau les dossiers des 3 patients outliers afin

de nous assurer qu'ils ne présentaient pas de pathologie particuliére pouvant entrainer

une anomalie du complément (Tableau 8), ce qui n’était pas le cas.
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“- ~ - bldodqug e

Opthalmologie cedéme papillaire Disparition de I'cedéme; normal
unilatéral gauche de absence de pathologie
découverte fortuite associée retenue
Patient 2 Médecine interne Phénomeéne de Raynaud Absence d'argument pour normal 53

une pathologie auto-
immune

Patient 3 Médecine interne Découverte Disparition des anticorps; normal 589
d’anticorps anti- absence d'argument pour
phosphatidyléthanolami un synd e
s d'isotype IgM dans le antiphospholipides
cadre d'un bilan de PMA

Tableau 8 : Analyse des outliers - sC5b-9

* Bilan biologique complet : NFS, C3, C4, CH50, CRP, bilan auto-immun, bilan hépatique et rénal
Comparativement aux intervalles de référence du fournisseur, ce nouvel intervalle de
référence est plus large avec une borne supérieure plus haute.

Nous avons de ce fait analysé en détail les dossiers des 10 patients présentant les
valeurs les plus élevées (Tableau 9). Aucun des patients ne présentait de pathologies

impliquant le systeme du complément.

Motif d’admission Diagnostic retenu Bilan biologique Valeurs du sC5b-9
complet * (ng/ml)
normal 489

Médecine interne Rhinoconjonctivite Probable rdle de

invalidante avec un I'oxybutynine dans
syndrome sec I'aggravation des
symptomes ORL
Patient 2 Médecine interne é icedéme aux IEC normal 472
Patient 3 Médecine interne Abs d pour normal 455
une pathologie systémique
Patient4 Médecine interne Douleurs chroniques Fibromyalgie normal 445
Patient 5 Dermatologie Eruption cutanée Lucite normal aa1
Patient 6 Médecine interne Asthénie et céphalées Pas de maladie systémique normal 398
chroniques
Patient 7 Médecine interne Asthénie chronique Pas de maladie systémique normal 390
Patient 8 Médecine interne Faiblesse et myalgie Pas de maladie systémique normal 388
Patient 9 Maladie du sang Exploration d'une MGUS normal 386
monoclonale igM lambda
Patient 10 écologi Déséquilibre d'un diabéte Déséquilibre du diabéte normal 383
de type 1 au cours d'une
grossesse

Tableau 9 : Patients présentant les 10 valeurs les plus élevées du sC5b-9

* Bilan biologique complet : NFS, C3, C4, CH50, CRP, bilan auto-immun, bilan hépatique et rénal
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d- Facteur Bb
i. Etude de la transférabilité des intervalles de référence du
fournisseur

Aprés un tirage au sort de 20 patients et aprés vérification de la normalité de la
distribution de ces 20 patients, une valeur seulement était en dehors de l'intervalle de
référence du facteur Bb établi pour le kit Microvue™ (0,49-1,42 ug/ml).
Pour gu’un intervalle de référence soit considéré comme non transférable, il faut avoir
moins de 3 valeurs en dehors de cet intervalle. Dans le cas du facteur Bb, les
normes du fournisseur sont transférables et peuvent donc étre utilisées en

routine.

Cependant, ces normes sur plasma EDTA ayant été établies sur seulement 36 témoins
sains, et au vu du nombre de prélevements inclus dans notre étude (pour rappel, le
dosage de facteur Bb est réalisé en parallele de celui du sC5b-9 de maniére
systématique pour les 210 patients inclus), nous avons tout de méme souhaité

déterminer notre propre intervalle de référence.

ii. Etablissement des nouveaux intervalles de référence
Les valeurs du facteur Bb ne suivant pas une distribution normale (figure 15), une

transformation de Box-Cox a été réalisée.
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Skewness = 3.51 ; Kurtosis = 24.85
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Figure 15 : Distribution des valeurs du facteur Bb avant transformation

Aprés verification de la normalité des données transformées, 2 outliers ont été détectes

et exclus. Les nouveaux intervalles de référence et leurs IC90 ont été définis sur les

208 patients restants.

Les résultats sont présentés dans le tableau 10 et la figure 16.

Limite supérieure
de Fintervalle de
référence
[IC 90%]

Outliers (n)

Paramétres Limite inférieure
de l'intervalle de
référence
[IC 90%]
Facteur Bb 208 0,63 [0,58; 0,67]
(ug/mi)

Tableau 10 : Intervalles de référence pour le facteur Bb

1,71[1,58; 1,85]
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Figure 16 : Présentation de I'intervalle de référence du facteur Bb

Les lignes bleu foncé et rouge représentent respectivement la borne inférieure et supérieure de l'intervalle de référence, les

lignes bleu clair et oranges l'intervalle de confiance a 90% de ces 2 bornes

e- Incidence de I'dge

La répartition graphique des valeurs du sC5b-9 et du facteur Bb (Figure 17) montre
une tendance a des valeurs plus élevées du sC5b-9 au-dela de 30 ans.

Cependant, il n’a pas été possible de déterminer s'il était nécessaire d'utiliser des
intervalles de références spécifiqgues en fonction de ces classes d’age. En effet, nous
n’avons pu inclure qu’un effectif réduit de patients de moins de 30 ans (n = 42). Or, les
méthodes statistiques recommandées par le CLSI imposent des effectifs d’au moins

120 patients par classe d’age pour étre applicables.
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Figure 17 : Valeurs du sC5b-9 (A) et du facteur Bb (B) en fonction de I’dge

Les lignes bleu foncé et rouge représentent respectivement la borne inférieure et supérieure de l'intervalle de référence, les

lignes bleu clair et oranges l'intervalle de confiance a 90% de ces 2 bornes

2- Etude de stabilité
Aprés avoir défini ces nouveaux intervalles de référence, nous nous sommes
intéressés a I'impact des conditions pré-analytiques sur la stabilité des parametres

sC5b-9 et Bb.
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Sur chaque figure, les résultats des dosages sont représentés en valeur absolue sous
forme de courbe d’évolution au cours du temps, et en pourcentage de variation par
rapport a la référence sous forme de dot-plot. Les bornes d’acceptabilité pour les deux
parametres sont présentées en bleu (Figure 18 et 19).

Une condition de conservation a été considérée comme inacceptable si au moins une
des valeurs dépassait les bornes d’acceptabilité définies. Les bornes d’acceptabilité
pour le sC5b9 se situaient entre 63,7% et 136.3% de la valeur du prélevement basal.
Pour le facteur Bb, elles se situaient entre 78.7 et 121.3% de la valeur du prélévement

basal.

a- Cycles de congélation/décongélation

i. sC5b-9
Pour les 3 sujets sains, le dosage de sC5b-9 apres 1 cycle de
congélation/décongélation est stable (en moyenne, 102.38% du prélévement basal).
Une augmentation linéaire de la moyenne des valeurs de sC5b-9 des 3 prélevements
est visible a partir de 2 cycles de congélation/décongélation (en moyenne, 124.55%
du prélévement basal) avec une valeur qui dépasse le seuil d’acceptabilité (141,01%
du prélevement basal). Aprés 3 cycles, il existe une augmentation continue (en
moyenne, 135.50% du prélévement basal) mettant en valeur une activation in vitro
avec une valeur dépassant les bornes d’acceptabilité (146,10% du prélevement basal).
Pour le sC5b-9, la stabilité du dosage n’est donc garantie qu’avec un seul cycle

de congélation/décongélation

51



ii. Facteur Bb
Concernant le facteur Bb, les dosages sont stables aprés 1, 2 et 3 cycles de
congélation/décongélation.
Trois cycles de congélation/décongélation ne semblent donc pas impacter la

stabilité du facteur Bb.

b- Stabilité a température ambiante

i. sC5b-9

Sur sang total, & température ambiante, le sC5b-9 est stable & 24 heures du
prélevement (en moyenne, 96.9% du prélevement basal). A 48 heures, les valeurs
augmentent mais restent a la limite du seuil d’acceptabilité (en moyenne 129,09% du
prélevement basal). A 72 heures, les valeurs diminuent et demeurent toutes dans les
bornes d’acceptabilité (en moyenne, 119,70% du prélevement basal).

Sur plasma, a température ambiante, le sC5b-9 est stable a 24 heures du prélévement
(en moyenne, 99.28% du prélévement basal). A partir de 48 heures, nous notons une
augmentation importante des valeurs, hors des limites acceptables.

Il est donc possible d’interpréter de fagon fiable un dosage de sC5b-9 ayant été
conservé a température ambiante jusqu’a 72 heures aprés le prélévement s’il
s’agit de sang total, mais seulement 24 heures si le prélévement a été centrifugé

et conservé sous forme de plasma.

ii. Facteur Bb
Sur sang total, a température ambiante, le facteur Bb est stable a 24 heures du
préléevement (en moyenne, 104.08% du prélevement basal). A 48 heures, une valeur

dépasse le seuil d’acceptabilité (125.84% du prélévement basal). A 72 heures, les
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valeurs diminuent pour se situer dans les bornes d’acceptabilité (en moyenne 110,27%
du préléevement basal).

Sur plasma, a température ambiante, le facteur Bb est aussi stable a 24 heures du
préléevement (en moyenne, 106.80% du prélevement basal). A 48 heures, une valeur
dépasse le seuil d’acceptabilite (122.01%). A 72 heures, les valeurs diminuent et sont
dans les bornes d’acceptabilité (en moyenne 107,26% du prélévement basal).

Il est donc possible d’interpréter de fagon fiable un dosage du facteur Bb ayant
été conservé a température ambiante jusque 24 heures aprés le préléevement,

qu’il s’agisse de sang total ou de plasma.

c- Stabilité a 4°C

i. sCb5b-9

Sur sang total, les valeurs se situent dans les bornes d’acceptabilité a 48, 72 et 96
heures aprés le prélevement (en moyenne, 91.74%, 115.80% et 91.01% du
préléevement basal respectivement) malgré une augmentation des valeurs a 72 heures.
Sur plasma, les valeurs se situent dans les bornes d’acceptabilité jusque 48 heures
apres le prélevement (en moyenne, 87.31% du préléevement basal). A 72 heures, une
valeur dépasse ce seuil (139.37%). A 96 heures, les valeurs diminuent et reviennent
dans les seuils d’acceptabilité (en moyenne, 89.90 % du prélévement basal)

Il est donc possible d’interpréter de fagon fiable un dosage de sC5b-9 conservé
a 4°C jusque 96 heures apres le prélevement s’il s’agit de sang total, mais
uniquement jusque 48 heures aprés le prélevement s’il est conservé sur forme

de plasma.
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ii. Facteur Bb
Sur sang total, les valeurs se situent dans les bornes d’acceptabilité a 48, 72 et 96
heures aprés le prélevement (en moyenne, 95.78%, 97.82% et 101.22% du
prélevement basal respectivement).
Sur plasma, les valeurs se situent dans les bornes d’acceptabilité a 48, 72 et 96 heures
apreés le préléevement (en moyenne, 98.15%, 97.96% et 102.43% du prélevement basal
respectivement).
Il est donc possible d’interpréter de fagon fiable un dosage du facteur Bb ayant
été conservé a4°Cjusque 96 heures apres le prélevement, qu’il s’agisse de sang

total ou de plasma.

d- Variations quotidiennes

Pour les 2 analytes, on ne note pas de variation quotidienne significative des valeurs
(pour sC5b-9, en moyenne 108.90% et 89.48% du prélevement basal a J1 et J2, et

pour Bb en moyenne 89.5% et 88.77% du préléevement basal a J1 et J2).
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Figure 18 : tests de stabilité pour le sC5b-9

Pour chaque paramétre et chaque condition pré-analytique, sont représentés :- & gauche la concentration du paramétre en fonction du temps
de mesure - a droite le pourcentage de variation a la baseline en fonction du temps de mesure, le cadre bleu représente les variations
acceptables
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Figure 19 : tests de stabilité pour le facteur Bb

Pour chaque paramétre et chaque condition pré-analytique, sont représentés :- a gauche la concentration du paramétre en fonction du temps
de mesure - a droite le pourcentage de variation a la baseline en fonction du temps de mesure, le cadre bleu représente les variations

acceptables
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IV-Discussion

L'objectif principal de cette étude était double. D'une part, il s'agissait de vérifier, et si
besoin, d'établir des intervalles de référence pour des biomarqueurs du systeme du
complément, a savoir le complexe soluble sC5b-9 et le facteur Bb. Ces deux
marqueurs sont respectivement des indicateurs de I'activation des voies terminale et
alterne du complément, et leur quantification est utile pour mieux caractériser les profils
biologiques des patients. D'autre part, I'étude visait a évaluer la stabilité de ces deux
parametres dans différentes conditions pré-analytiques et techniques afin de garantir
la fiabilité des résultats obtenus en pratique clinique.

En définissant a la fois des intervalles de référence et les conditions optimales de
stabilité, cette étude contribuera a améliorer la précision diagnostique et la

standardisation de ces analyses du complément.

1- Echantillons et patients analysés
Notre étude a inclus 210 prélévements pour établir les intervalles de référence du
sSC5b-9 et du facteur Bb. Selon les recommandations du CLSI (50), un minimum de
120 préléevements est nécessaire pour assurer la fiabilité des résultats. Ainsi, notre
échantillon répond aux exigences minimales, garantissant une validité statistique.
Cependant, bien que ce nombre soit suffisant pour l'analyse globale, il s'est avéré
insuffisant pour permettre la création de sous-groupes distincts en fonction de I'age
et/ou du sexe (minimum 120 patients par sous-groupe). En conséquence, nous
n‘avons pas pu analyser le potentiel impact de ces facteurs sur les intervalles de
références de sC5b9 et du facteur Bb. A noter qu’au sein de notre laboratoire, I'étude
de Lopez et al. (42) avait démontré que les normes de l'intervalle de référence étaient

différentes en fonction de I'dge pour le C1 INH, mais que cette variable n’avait pas
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d’'impact sur les valeurs du C3, C4 et du CH50. Une étude incluant plus de patients
nous permettrait de confirmer ou d’infirmer la tendance graphique observée de valeurs

du sC5b-9 plus élevées pour un age supérieur a 30 ans.

Une limite potentielle de notre étude réside dans la sélection des patients.
Premiérement, nous avons travaillé a partir de plasma issu du soin, les résultats
auraient été plus représentatifs d’'une population saine si les prélevements étaient
issus de dons de sang & I'Etablissement Francais du Sang (EFS). Cependant, nous
ne pouvions garantir le respect rigoureux des conditions pré-analytiques, cruciales
pour l'intégrité des marqueurs du complément, et donc l'interprétation des résultats,
avec des échantillons obtenus de cette facon. Deuxiémement, notre étude est
monocentrique. Ce choix peut introduire un biais de sélection, dans la mesure ou les
patients de notre établissement peuvent présenter des caractéristiques
démographiques, environnementales ou socio-économiques spécifiques, qui ne sont
pas nécessairement représentatives de la population générale. Cependant, si nous
avions effectué un travail multicentrique, les différences inter-hospitalieres dans les
pratiques de prélévement, le transport et les processus analytiques auraient pu
influencer les valeurs des marqueurs du complément, limitant ainsi I'applicabilité des
résultats a notre centre.

Troisiemement, il est important de noter que les patients inclus étaient principalement
des femmes (71,4%). Or, le sexe peut avoir une influence sur les taux des protéines
du complément. Une étude menée dans une population caucasienne saine a montré
que les valeurs d’AP50 et de C3 étaient physiologiquement plus faibles chez les sujets

de sexe féminin par rapport aux sujets de sexe masculin (55).
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2- Intervalles de référence

a- sC5b-9
Les intervalles de référence fournis par le fabricant se situent entre 75 et 219 ng/ml.
L'intervalle de référence que nous avons établi pour le sC5b-9 au sein de notre

laboratoire est de 85 a 432 ng/ml.

Avant la réalisation de cette étude, nous avions déja observé que les intervalles de
référence proposés par le fournisseur semblaient bas dans certains contextes
cliniques. En effet, nous observions parfois des taux de sC5b-9 supérieurs a l'intervalle
de référence du fabricant, sans observer d'activation sur les paramétres de premiere
intention, ni de signes cliniques d’'une pathologie associée au complément. Il est
important de noter que les intervalles de référence du fournisseur ont été définis a
partir d’'un échantillon relativement restreint de 39 témoins sains, ce qui peut limiter la
robustesse des valeurs obtenues. Notre étude a permis d’établir un intervalle de
référence sur 207 prélevements, ce qui représente un échantillon bien plus
conséquent. Un large échantillon nous permet de mieux capter la variabilité biologique

au sein de notre population, et donc de définir des intervalles plus représentatifs.

Comparativement aux intervalles de référence décrits par d’autres laboratoires utilisant
les mémes kits de dosage ; de I'ordre de 300 ng/ml pour la borne haute (59,60), notre
intervalle inclut des valeurs plus élevées. Néanmoins, un travail récent sur les tests
multiplex de Quidel® retrouve un intervalle de référence (défini par la moyenne + 2
écarts type) du sC5b-9 similaire au nétre : 43-463,5 ng/ml (61). La médiane du sC5b-
9 chez 124 sujets sains était de 245.5 ng/ml [IQR = 159.2, 314.7] avec des valeurs
allant de 127.0 a 685.8 ng/ml. Il faut néanmoins noter que, bien qu’il s’agisse du méme

fournisseur dans notre laboratoire et pour ce travail, la technique est différente. Dans
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cette étude, le test était réalisé par un ELISA multiplex, permettant d’effectuer des
dosages simultanés de plusieurs composants du complément. Il est également délicat
de comparer des intervalles de référence entre différents laboratoires, sans connaitre

'ensemble des conditions pré-analytiques.

Par ailleurs, nous ne pouvons pas éliminer que les conditions pré-analytiques aient pu
influer sur notre intervalle de référence. En effet, pour cette étude, nous avons utilisé
des prélevements issus de notre activité quotidienne, qui ont ensuite été conservés a
-80°C pendant quelgues mois (maximum 3 mois). Pour les dosages de sC5b-9
effectués en routine, les prélevements sont également conservés a -80°C, mais pour
une durée plus courte (environ 1 semaine). L’étude de I'impact de la congélation a long
terme sur les parametres sC5b-9 et facteur Bb est en cours de réalisation, elle nous
permettra de répondre a cette question. La stabilité des pools que nous réalisons pour

servir de contrble de qualité interne semble cependant rassurante sur ce point.

Dans le but d'apporter plus de précision a notre travail et d'assurer la robustesse de
nos valeurs de référence, nous avons revu de maniere approfondie les dossiers
clinico-biologiques des 10 patients présentant les valeurs les plus élevées de sC5b-9.
Cette révision des dossiers a permis de confirmer I'absence de signes cliniques
évocateurs d’'une pathologie impliquant le complément chez ces individus, validant
ainsi que ces valeurs plus élevées peuvent étre considérées comme étant issues
d’individus « sains ». En procédant a cette vérification, nous avons pu consolider la

pertinence de l'intervalle de référence proposé.

De plus, nous avons constaté que les médianes des parametres de CH50, C3 et C4
dans notre population d’intérét étaient proches de celles décrites par Lopez et al., qui

s’est intéressé a une population similaire a la nétre (respectivement pour notre étude
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et celle de Lopez et al., pour le CH50 : 55,5 vs. 54,4 U/mL ; pour le C3: 1102,5 vs.
1160 mg/L ; pour le C4 : 245,5 vs. 240 mg/L) (42), ce qui renforce la validité de nos
résultats. Nous constatons également que les médianes des parameétres de 1°®
intention dans notre population sont relativement éloignées de la borne inférieure de
leurs intervalles de référence respectifs (pour le CH50 : 55,5 U/mL pour un intervalle
de référence entre 35.4 et 76.3 U/mL ; pour le C3 : 1102,5 mg/L pour un intervalle de
référence entre 800 et 1640 mg/L ; pour le C4: 2455 mg/L pour un intervalle de
référence entre 120 et 380 mg/L). Cela va en faveur d’'une véritable absence

d’activation du complément chez ces patients, méme a minima.

Du fait des valeurs plus élevées du nouvel intervalle de référence par rapport a celui
du fournisseur, son utilisation a une incidence sur l'interprétation des bilans du sC5b-
9. Ainsi, en 2023, des dosages sC5b-9 ont été réalisés sur 1381 préléevements. Le
dosage du sC5b-9 était supérieur a 219 ng/ml (intervalle de référence du fournisseur)
pour 594 prélevements, alors que seuls 198 prélevements objectivaient des valeurs
supérieures a 432 ng/ml (nouvel intervalle de référence). Cela représente donc 396
dossiers (28% de tous les dosages) dont les conclusions seraient susceptibles d’étre
modifiées en appliquant notre nouvel intervalle de référence. Une analyse plus
approfondie de ces dossiers, en regardant a la fois les résultats des parametres du
complément de 1°¢ intention, et les caractéristiques cliniqgues des patients, sera

nécessaire pour bien les caractériser.

D’autre part, ''C90 de l'intervalle de référence se situe entre 75 et 91 ng/ml pour la
borne inférieure, tandis que celui de la borne supérieure varie de 383 a 472 ng/ml.
L’intérét de mesurer ce parameétre est principalement de rechercher une élévation,

traduisant une activation du complément. Une question importante se pose alors pour
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la pratique clinique : faut-il utiliser le seuil de 432 ng/ml comme borne supérieure de
l'intervalle de référence, ou bien adopter le seuil de 383 ng/ml (valeur basse de 'lC90),
qui améliorerait la sensibilité mais augmenterait le risque de faux positifs ? Le choix
de cette borne supérieure doit étre guidé par le type de pathologies a surveiller et de

l'importance accordée a l'identification précoce d'une activation du complément.

Par ailleurs, notre intervalle de référence reste relativement large, allant du simple au
guadruple entre la borne inférieure et la borne supérieure. De méme que pour les
intervalles de référence pour le C3, C4 et CH50 (42), cela témoigne d’une variabilité
interindividuelle assez importante. Cet intervalle large révéle la nécessité d’'une
attention particuliére a la cinétique du parametre dans le temps, en confrontant nos
résultats avec les données cliniques, et en adaptant nos conclusions en fonction des
pathologies sous-jacentes. |l serait ainsi pertinent de réviser la cinétique d’anciens
bilans et d’examiner les pathologies associées afin de mieux établir un profil clinico-

biologique adéquat pour chaque maladie et sa physiopathologie.

b- Facteur Bb

D’aprés les analyses effectuées en suivant les recommandations du CLSI (50), les
valeurs de référence du fournisseur pour le facteur Bb (0,49-1,42 pg/ml) sont
transférables a notre laboratoire. Néanmoins, nous avons choisi d’analyser nos
propres données issues de 208 prélévements. Pour rappel, pour des raisons pratiques
et organisationnelles, nous réalisons de facon systématique le dosage de sC5b-9 et
Bb en paralléle. L’intervalle de référence que nous avons déterminé est de 0,63 a 1,71
pg/ml, correspondant aux intervalles de référence décrits dans la littérature (62). Le
fait de disposer d’un échantillon plus important confere a notre étude une plus grande

robustesse et une meilleure représentativité de la population étudiée, avec les
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conditions pré-analytiques qui s’y appliquent. L'IC90 de lintervalle de référence se
situe entre 0,58 a 0,67 pug/ml pour la borne inférieure, tandis que celui de la borne
supérieure varie de 1,58 a 1,86 pg/ml. Comme le sC5-b9, la question du seuil pour la
borne haute se pose : faut-il utiliser la valeur basse de son IC90 pour privilégier la

sensibilité ?

3- Tests de stabilité

Les tests de stabilité ont été réalisés sur des échantillons prélevés sur tube EDTA.
Comme cité plus haut, 'TEDTA permet la chélation du Ca2+, limitant par ce biais
I'activation du systeme du complément (52,53).

Les tests de stabilité pour les deux biomarqueurs ont montré une stabilité moindre pour
le sC5b-9 par rapport au facteur Bb. La stabilité du dosage de sC5b-9 sur plasma
EDTA n’est garantie qu’avec un seul cycle de congélation/décongélation, seulement
24 heures a température ambiante et 48 heures si conservé a 4°C. La stabilité du
facteur Bb est meilleure dans toutes les conditions testées. Il est donc important d’étre
attentifs aux conditions pré-analytiques lors de [linterprétation d’'un bilan du

complément, notamment en cas d’élévation du sC5b-9 sans explication évidente

Yang et al. (63) mettaient en évidence une stabilité de ces 2 paramétres jusqu’a une
conservation de 4 heures a température ambiante et jusqu’a 4 cycles de
congélation/décongélation. La discordance entre les résultats de cette étude et la noétre
pourrait s’expliquer par plusieurs facteurs. D'une part, les caractéristiques techniques
des réactifs des différents fournisseurs peuvent avoir un impact significatif sur la
stabilité et sur les résultats, or nous n'avons pas le nom des fournisseurs des kits
ELISA et des réactifs utilisés dans I'étude de Yang et al. D'autre part, la méthode de

décongélation utilisée dans les deux études présente des différences notables. Dans
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notre étude, nous avons suivi un protocole de décongélation au bain-marie, avec une
conservation sur glace (comme recommandé par le fournisseur), tandis que Yang et
al. ont testé plusieurs méthodes, notamment la décongélation sur glace, a température
ambiante, et & 37°C. Cette variation dans la méthode de décongélation peut avoir des
conséquences importantes sur l'activation in vitro du complément. Enfin, notre étude
applique des critéres d'acceptabilité plus stricts, basés sur I'ACL, ce qui permet de
définir des bornes précises pour les variations acceptables des résultats. Ce seull,
calculé a partir du coefficient de variation de la fidélité intermédiaire, rend certaines
fluctuations inadmissibles dans notre analyse, contrairement a 'approche de Yang et

al.

Cela souligne l'intérét des tests de stabilité pour pouvoir établir des exigences de
conditions pré-analytiques spécifiques.

Les tests de stabilité que nous avons réalisés dans cette étude ont été effectués
exclusivement sur trois témoins sains. Bien que ces résultats fournissent des
informations initiales intéressantes sur la stabilité des paramétres du complément dans
des conditions de stockage définies, il serait judicieux d’étendre ces tests a des
patients présentant des pathologies impliquant le systeme du complément. Une étude
réalisée chez des patients présentant des microangiopathies thrombotiques (64), a
testé la stabilité des composants du complément dans certaines conditions :
conservation a température ambiante, a 4°C, aprés des cycles de congélation-
décongélation. La stabilité des facteurs Bb et C5b-9 était garantie jusqu’a 2 heures
apres le prélevement ou pendant une nuit a 4°C ou apres un cycle de congélation-
décongélation.

L'analyse de la stabilité de sC5b-9 et du facteur Bb dans des conditions pathologiques

permettrait d'évaluer si I'évolution de ces biomarqueurs est influencée par I'activation
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préalable du complément in vivo, et ainsi de garantir la validité des résultats dans notre
pratique quotidienne. Une future étude prenant en compte ces facteurs serait
intéressante.

Enfin, dans le cadre de cette thése, nous n‘avons pas pu évaluer la stabilité des
parametres du complément a long terme (c’est-a-dire, sur plusieurs mois en allant
jusqu’a 1 an de conservation) a -20°C et & -80°C , en raison des contraintes de temps.
Cependant, des échantillons ont été prélevés et conservés a cette fin, ce qui permettra

d'effectuer ces tests ultérieurement (Figure 20).
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Figure 20 : Dosages a réaliser pour I’étude de la stabilité - Congélation a moyen et long terme
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V- CONCLUSION

En conclusion, cette étude a permis d’établir des valeurs de référence pour le sC5b-9
et le facteur Bb, reposant sur un nombre conséquent de prélevements (207 pour le
sC5b-9 et 208 pour le facteur Bb). En revanche, au vu du nombre d’analyses
recommandées par le CLSI (n=120), nous n’avons pas pu déterminer la nécessité ou
non des intervalles de référence en fonction de tranches d’age ou du sexe. La
détermination de ces nouveaux intervalles de référence, correspondant a la population
prise en charge dans notre centre, et a nos conditions pré-analytiques, nous permet
d’affiner nos interprétations devant un bilan avec anomalie du complément.

Les tests de stabilité ont révelé que le sC5b-9 était plus instable in vitro par rapport au
facteur Bb. Cela renforce la nécessité d’'une grande rigueur dans la gestion des
conditions pré-analytiques pour les prélevements sur lesquels seront effectués cette
analyse.

Cette étude apporte une contribution importante pour l'interprétation des bilans du
systeme du complément, et pourrait aider a guider le clinicien dans son diagnostic et
sa prise en charge. Les résultats obtenus serviront de base a notre pratique
quotidienne. lls pourront aussi étre utiles a de futures études visant a explorer la
cinétique et limplication clinique de ces biomarqueurs, notamment dans des
pathologies comme les SHU atypiques, le LED, ou encore le suivi des patients sous

bloqueur du complément.
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Annexes

Annexe 1 : tests de stabilité — valeurs du sC5b-9*

A- Cycles de congélation/décongélation

Valeurs Témoin sain 1 Témoin sain 2 Témoin sain 3
Baseline = J0 Replicate 1 Replicate 2 Replicate 3 Moyenne | Replicate 1 | Replicate 2 | Replicate 3 Moyenne Replicate 1 | Replicate 2 | Replicate 3 chenne
Baseline 137 131 147 138,33 B5 77 69 77.00 118 120 129 122,33
1cycle 155 142 138,33 65 79 77,00 120 140 122,33
2 cycles 178 171 138,33 81 83 77,00 174 171 122,33
3 cycles 170 175 138,33 114 111 77,00 174 158 122,33
% baseline Témoin sain 1 Témoin sain 2 Témoin sain 3
Replicate 1 Replicate 2 Replicate 3 Moyenne | Replicate 1 | Replicate 2 | Replicate 3 Moyenne Replicate 1 | Replicate 2 | Replicate 3 | Moyenne Moyenne % baseline
Baseline 99,04 94,70 108,27 100,00 110,39 100,00 89,61 100,00 96,46 98,09 105,45 100,00 100,00
1 cycle 112,05 102,65 107,35 84,42 102,60 9351 98,09 114,44 106,27 102,37
2 cycles 128,67 123,61 126,14 105,19 107,78 106,48 142,23 139,78 141,01 124,55
3 cycles 122,88 126,51 124,70 148,05 144,16 146,10 142,23 129,16 135,68 135,50
B- Stabilité sur plasma a température ambiante
Valeurs Témoin sain 1 Témoin sain 2 Témoin sain 3
Baseline = J1 Replicate 1 | Replicate 2 | Replicate 3 | Moyenne | Replicate 1 | Replicale 2 | Replicate 3 | Moyenne | Replicate 1 | Replicate 2 | Replicate 3 |Moyenne
Baseline 145 137 141,00 83 80 1,50 128 163 145,50
H24 162 135 141,00 79 83 1,50 133 138 145,50
H48 204 216 141,00 115 111 1,50 211 192 145,50
H72 186 186 141,00 126 136 81,50 225 203 145,50
% baseline Témoin sain 1 Témoin sain 2 Témoin sain 3
Repli 1 | Repli 2 [ Repli 3| Moyenne | Repli 1 | Repli 2 | Repli 3 | Moyenne | Repli 1 | Repli 2 | Repli 3 | Moyenne Moyenne % baseline
Baseline 102,84 97,16 100,00 101,84 98,16 100,00 87,97 112,03 100,00 100,00
H24 114,89 95,74 105,32 96,93 101,84 99,39 9141 94,85 93,13 99,28
H48 144,68 153,19 148,94 141,10 136,20 138,65 145,02 13196 13849 142,02
H72 13191 13191 13181 154,60 166,87 160,74 154,64 139,52 147,08 146 58
C- Stabilité sur sang total a température ambiante
Valeurs Témoin sain 1 Témoin sain 2 Témoin sain 3
ine = J1 Replicate 1 | Replicate 2 | Replicate 3 | Moyenne | Replicate 1 | Replicate 2 | Replicate 3 | Moyenne | Replicate 1 | Replicate 2 | Replicate 3 [Moyenne
Baseline 145 137 141,00 83 80 81,50 128 163 145,50
H24 141 150 141,00 96 78 81,50 126 108 145,50
H48 172 187 141,00 105 107 81,50 185 193 145,50
H72 175 163 141,00 106 98 81,50 162 170 145,50
% baseline Témoin sain 1 Témoin sain 2 Témoin sain 3
Replicate 1 | Replicate 2 | Replicate 3 | Moyenne | Replicate 1 | Replicale 2 | Replicate 3 | Moyenne | Replicate 1 | Replicate 2 | Replicate 3 | Moyenne
Baseline 102,84 97, 10,0 101,84 98,16 10,0 87,97 112,03 100,00
H24 100,00 108, 3, 117,79 95,71 16,7 86,60 7491 0,76
H48 121,99 132, 7, 128,83 131,29 0,0 127,15 132,65 129,80
H72 124,11 115, 9, 130,06 120,25 5,1 111,34 116,84 114,09
D- Stabilité sur plasma a 4°C
Valeurs Témoin sain 1 Témoin sain 2 Témoin sain 3
ine = JO Replicate 1 | Replicate 2 | Replicate 3 | Moyenne [ Replicate 1 | Replicate 2 | Replicate 3 | Moyenne | Replicate 1 | Replicate 2 | Replicate 3 |Moyenne
Baseling 137 131 147 138,33 85 7 69 77,00 118 120 129 122,33
H24 131 131 138,33 83 80 77,00 115 124 12233
H48 118 127 138,33 61 60 77,00 118 114 12233
H72 142 144 138,33 78 81 77,00 173 168 122,33
H96 128 127 138,33 61 59 77,00 127 116 122,33
% baseline Témoin sain 1 Témoin sain 2 Témoin sain 3
Repli 1 | Repli li 3| Moyenne | Repli 1 | Repli 2 [ Repli 3| Moyenne | Repli 1 | Repli 2 | Repli 3 | Moyenne Moyenne % baseline
Baseling 99,04 94,70 106,27 100,00 110,39 100,00 89,61 100,00 96,46 98,09 10545 100,00 100,00
H24 94,70 94,70 94,70 107,79 103,80 105,84 94,01 101,36 97,68 9941
H48 85,30 9181 88,55 7922 77,92 78,57 96,46 93,19 94,82 87,32
H72 102,65 104,10 103,37 101,30 105,19 103,25 14142 137,33 139,37 11533
H96 92,53 91,81 92,17 79,22 76,62 77,82 103,81 94,82 99,32 89,80
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E- Stabilité sur sang total a 4°C

Valeurs Témoin sain 1 Témoin sain 2 Témoin sain 3
Baseline = JO Replicate 1 | Replicate 2 | Replicate 3 | Moyenne | Replicate 1 | Replicate 2 | Replicate 3 | Moyenne | Replicate 1 [ Replicate 2 | Replicate 3 |Moyenne
Baseline 137 131 147 138,33 85 7 69 77.00 118 120 129 122,33
H48 110 121 138,33 62 89 77.00 124 137 122,33
H72 159 172 138,33 82 85 77.00 135 141 122,33
Hg6 136 133 138,33 69 62 77,00 109 13 12233
% baseline Témoin sain 1 Témoin sain 2 Témoin sain 3
Replicate 1 | Replicate 2 | Replicate 3 | Moyenne | Replicate 1 | Replicate 2 | Replicate 3 | Moyenne | Replicate 1 [ Replicate 2 | Replicate 3 | Moyenne Moyenne % baseline
Baseline 99,04 84,70 106,27 100,00 110,39 100,00 89,61 100,00 96 46 98,09 10545 100,00 100,00
H48 79,52 B7 47 83,49 80,52 89,61 85,06 101,36 111,99 106,68 91,74
H72 114,84 124,34 119,64 11948 110,39 114,94 110,35 115,26 112,81 115,78
Hg96 98,31 96,14 97,23 89,61 80,52 85,08 89,10 92,37 90,74 91,01
F- Variations quotidiennes chez un méme individu sain
Valeurs Temoin sain 1 Temoin sain 2 Teémoin sain 3
Baseline = JO Replicate 1 | Replicate 2 | Replicate 3 | Moyenne | Replicate 1 | Replicate 2 | Replicate 3 | Moyenne | Replicate 1 | Replicate 2 | Replicate 3 [Moyenne
Baseline 137 131 147 138,33 85 77 69 77,00 118 120 129 122,33
J1 145 137 138,33 83 80 77,00 128 163 122,33
J2 106 107 138,33 87 68 77,00 125 128 122,33
% baseline Témain sain 1 Témoin sain 2 Témaoin sain 3
Replicate 1 | Replicate 2 | Replicate 3 | Moyenne | Replicale 1 | Replicate 2 | Replicate 3 | Moyenne | Replicate 1 | Replicate 2 | Replicale 3 | Moyenne
Baseline 99,04 94,70 106,27 100,00 110,39 100,00 89,61 100,00 96,46 98,09 10545 00,00 100,00
'T 104,82 99,04 101,93 107,79 103,90 105,84 104,63 133,24 18,94 108,90
lu2 76,63 7735 76,99 87,01 88,31 7,66 102,18 105,45 03,81 89,49

*valeurs exprimées en ng/ml
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Annexe 2 : tests de stabilité — valeurs du facteur Bb*

A- Cycles de congélation/décongélation

Valeurs Témoin sain 1 Témoin sain 2 Témoin sain 3

Baseline =J0 Replicate 1 Replicate 2 Replicate 3 Moyenne | Replicate 1 | Replicate 2 | Replicate 3 Moyenne Replicate 1 | Replicate 2 | Replicate 3 |Moyenne
Baseline 1,06 102 1,04 1,04 1,28 125 1,21 125 1,01 1,02 0,98 1,00
1 cycle 1,14 117 1,04 12 134 125 1 1,05 1,00
2 oycles 1,16 12 1,04 1,26 128 125 0,96 1,06 1,00
3 cycles. 11 1,08 1,04 1,28 128 125 1,05 1,07 1,00

% baseline Témoin sain 1 Témoin sain 2 Témoins sain 3

Replicate 1 Replicate 2 Replicate 3 Moyenne | Replicate 1 | Replicate 2 | Replicate 3 Moyenne Replicate 1 | Replicate 2 | Replicate 3 | Moyenne Moyenne % baseline

Baseline 101,92 98,08 100,00 100,00 102,67 100,27 97,06 100,00 100,66 101,66 97,67 100,00 100,00
1 cycle 109,62 112,50 111,06 96,26 107,49 101,87 99,67 104,65 102,16 105,03
2 cycles 111,54 115,38 113,46 101,07 102,67 101,87 95,68 105,65 100,66 105,33
3 cycles 105,77 104,81 105,29 102,67 102,67 102,67 104,65 106,64 105,65 104,54

B- Stabilité sur plasma a température ambiante

Témoin sain 1 Témoin sain 2 Témoin sain 3
Replicate 1 | Replicate 2 | Replicate 3 | Moyenne | Replicate 1 | Replicale 2 | Replicate 3 | Moyenne | Replicate 1 i Replicate 3 [Moyenne
Baseline 1,04 1,05 0,99 1 00 0,85 X i
H24 1,18 1,05 1,04 1,11 00 0,92 i
H48 13 1,25 117 1.2 00 1,04 i
H72 117 1,08 0! 1,03 1,058 00 1,01 i
% baseline Témoin sain 1 Témoin sain 2 Témoin sain 3
Replicate 1 | Replicate 2 | Replicate 3 | Moyenne | Replicate 1 | Replicate 2 | Replicate 3 | Moyenne | Replicate 1 | Replicate 2 | Replicate 3 | Moyenne Moyenne % baseline
Baseline 99,62 100,48 100,00 99,50 100,50 100,00 96,05 103,95 100,00 100,00
Hz4 112,92 100,48 106,70 104,52 111,56 108,04 103,95 107,34 105,65 106,80
Ha8 124,40 119,62 122,01 117,58 120,60 118,10 117,51 118,64 118,08 119,73
H72 111,96 103,35 107,66 103,52 105,53 104,52 114,12 105,08 108,60 107,26

C- Stabilité sur sang total a température ambiante

Valeurs Témoin sain 1 Témoin sain 2 Témoin sain 3
ine = J1 Replicate 1 | Replicate 2 | Replicate 3 | Moyenne | Replicate 1 | Replicate 2 | Replicate 3 | Moyenne | Replicate 1 | Replicate 2 | Replicate 3 [Moyenne

Baseline 1,04 1,05 1,05 0,99 1 1,00 0,85 0,92 0,89
H24 118 117 1,05 1,03 0,99 1,00 031 0,83 0,89
H4B 1,33 13 1,05 117 1,16 1,00 1 1,05 0,89
H72 1,16 13 1,05 1,02 1,04 1,00 093 1,01 0,88

% baseline Témoin sain 1 Témoin sain 2 Témoin sain 3

Repli 1 [ Repli 2 | Repliy 3 | Moyenne | Repli 1 [ Repli 2 | Repliy 3| Moyenne | Repli 1 [ Repli 2 | Repliy 3 | Moyenne y % baseline
Baseline 98,52 100,48 100,00 99,50 100,50 100,00 96,05 103,95 100,00 100,00
H24 112,82 111,86 112,44 103,52 99,50 101,51 102,82 93,79 98,31 104,08
H48 127,27 124,40 125,84 117,59 116,58 117,09 112,99 118,64 115,82 119,58
H72 111,00 124,40 117,70 102,51 104,52 103,52 105,08 114,12 109,60 110,28
1 L \ o
D- Stabilité sur plasma a 4°C

Valeurs Témoin sain 1 Teémoin sain 2 Témoin sain 3

Baseline = J0 Replicate 1 | Replicate 2 | Replicate 3 | Moyenne | Replicate 1 | Replicate 2 | Replicate 3 | Moyenne | Replicate 1 | Replicale 2 | Replicate 3 |Moyenne
Baseline 1,06 102 1,04 1,04 1,28 1,25 121 125 1,01 1,02 098 1,00

0,96 0,97 1,04 11 1,12 1,25 09 081 1,00

H48 1,03 1,02 1,04 121 1,14 1,25 1,01 1,03 1,00
H72 0,87 1,01 1,04 1,14 1,18 125 1,08 1,08 1,00
Hg6 1,00 1,15 1,04 1,19 1,24 125 0,99 1,06 1,00

% baseline Témoin sain 1 Témain sain 2 Témoin sain 3

Repli 1 | Repli 2 | Repli 3| Moyenne | Repli 1 pli 2 | Repli 3 | Moyenne | Repli 1 [ Replis 2 | Repliy 3 [ Moyenne Moyenne % baseline

Baseline 101,82 98,08 100,00 100,00 102,67 100,27 97,08 100,00 100,66 101,66 97,67 100,00 100,00
H24 92,31 9327 92,79 88,24 89,84 89,04 89,70 90,70 90,20 90,68
H48 99,04 98,08 98,56 97,06 91,44 94,25 100,66 102,66 101,66 98,16
H72 93,27 97,12 95,19 91,44 94 65 93,05 105,65 105,65 105,65 97,96
H86 104,81 110,58 107,69 9545 9947 97 46 98,67 105,65 102,16 102,44
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E- Stabilité sur sang total a 4°C

Valeurs Témoin sain 1 Temoin sain 2 Teémoin sain 3

Baseline = JO Replicate 1 | Replicate 2 | Replicate 3 | Moyenne | Replicate 1 | Replicate 2 | Replicate 3 | Moyenne | Replicate 1 | Replicate 2 | Replicate 3 [Moyenne
Baseling 1,06 1,02 1,04 1,04 1,28 125 1.21 125 101 1,02 0,98 1,00
H48 1,03 1,04 1,04 117 1,09 1,25 0,94 1,01 1,00
H72 0,97 1,03 1,04 122 1,19 1,25 1,01 1,01 1,00
H96 0,98 1,12 1,04 125 1,22 1,25 1,01 107 1,00

% baseline Témoin sain 1 Témoin sain 2 Témoin sain 3

Replicate 1 | Replicate 2 | Replicate 3 | Moyenne | Replicate 1 | Replicate 2 | Replicate 3 | Moyenne | Replicate 1 | Replicate 2 | Replicate 3 | Moyenne Moyenne % baseline
Baseline 101,92 98,08 100,00 100,00 102,67 100,27 97,06 100,00 100,66 101,66 97,67 100,00
H48 99,04 100,00 98,52 93,85 8743 90,64 93,69 100,66 95,78
H72 93,27 99,04 96,15 97,86 9545 96,66 100,66 100,66 97,83
H96 94,23 107,69 100,96 100,27 97,86 99,06 100,66 106,64 101,23
F- Variations quotidiennes chez un méme individu sain
Valeurs Témoin sain 1 Témoin sain 2 Témoin sain 3
line = JO Repli 1 | Repli 2 pli 3| Moyenne | Repli 1 | Repli 2 | Repli 3| Moyenne | Repli 1 | Repli 2 | Repli 3 |Moyenne

Baseline 1,06 1,02 1,04 1,04 128 125 121 1,25 1,01 1,02 0,98 1,00
1 1,04 1,05 1,04 0,39 1 1,25 0,85 092 1,00
2 1,02 1,03 1,04 1,04 1,03 1,25 0,86 084 1,00

% baseline Témoin sain 1 Témoin sain 2 Témoin sain 3

Replicate 1 | Replicate 2 | Replicate 3 | Moyenne | Replicate 1 | Replicate 2 | Replicate 3 | Moyenne | Replicate 1 | Replicate 2 | Replicate 3 | Moyenne Moyenne % baseline

Baseline 101,82 98,08 100,00 100,00 102,67 100,27 97,06 100,00 100,66 101,66 97,67 100,00 100,00
J1 100,00 100,96 10048 7941 80,21 79,81 84,72 91,69 88,21 89,50
2 98,08 99,04 98,56 8342 82,62 83,02 85,71 83,72 84,72 88,77

*valeurs exprimées en pg/ml
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Contexte : Les dosages du sC5b-9 et de la fraction Bb du complément sont d’'une aide
précieuse pour le diagnostic et le suivi du traitement de nombreuses pathologies impliquant le
complément. Face a la difficulté d’interprétation des anomalies du complément, il est important
de disposer d’intervalles de référence fiables, et d’effectuer ces dosages dans des conditions
pré-analytiques adaptées. Les objectifs de notre travail sont de déterminer des intervalles de
référence du sC5b-9 et de la fraction Bb propres a notre laboratoire, et d’étudier la stabilité de
ces parametres dans différentes conditions pré-analytiques.

Méthode : Cette étude monocentrique rétrospective s’est portée sur des prélevements recus au
CHU de Lille issus de de patients ne présentant pas de pathologie modifiant les concentrations
des protéines du complément, et dont les paramétres du complément de 1€ intention (C3, C4,
CH50) étaient normaux. Les intervalles de référence ont été calculés selon les
recommandations du Clinical and Laboratory Standards Institute. Concernant I'étude de
stabilité, nous avons étudié l'impact des cycles de congélation/décongélation, et de la
conservation a 4°C et a température ambiante, ainsi que les variations quotidiennes chez un
méme individu sain.

Résultats : Entre septembre 2023 et février 2024, 4813 bilans contenant au moins un
parameétre de 1°® intention ont été réalisés. Deux-cent dix prélevements ont été inclus.
L’intervalle de référence pour le sC5b-9 au sein de notre laboratoire était de 85 [75-91] a 432
[383-472] ng/ml, celui du facteur Bb était de 0,63 [0,58-0,67] a 1,71 [1,58-1,85] ug/ml. La stabilité
du dosage de sC5b-9 sur plasma EDTA n’était garantie qu’aprés un seul cycle de
congélation/décongélation, seulement 24 heures a température ambiante et 48h si conservé a
4°C. La stabilité du facteur Bb était meilleure que celle du sC5b-9 dans toutes les conditions
testées.

Conclusion : Les bornes de lintervalles de référence du sC5b-9 déterminés par notre étude
sont plus élevées que celles du fournisseur, alors que celles du facteur Bb sont sensiblement
similaires. De plus, cette étude souligne linstabilité du sC5b-9 en fonction des conditions pré-
analytiques.
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