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1 INTRODUCTION  

 

1.1 MYELOME  

 

1.1.1 Définition  

Le myélome se définit par la prolifération maligne de plasmocytes monoclonaux dans la 

moelle osseuse, et sécrétant une immunoglobuline, complète ou non. On dénombre 

actuellement 5 nouveaux cas / 100 000 habitants par an. Il s’agit d’une maladie de l’adulte 

avec 95% des cas ayant plus de 40 ans et un âge médian au diagnostic de 65 ans (1). Il fait 

partie de la famille des gammapathies monoclonales comprenant les gammapathies 

monoclonales de signification indéterminée (GMSI), le myélome multiple indolent et le 

myélome multiple symptomatique. Il existe une continuité entre ces pathologies et tout 

myélome multiple est précédé d’une GMSI (2). 

 

1.1.2 Diagnostic  

Le diagnostic du myélome se base sur des critères cliniques, biologiques, et radiologiques, 

tels que définis par l’International Myeloma Working Group (IMWG) en 2014 (3). En 

fonction de ces critères, les patients sont classés en différentes catégories.  

Le myélome multiple symptomatique : deux critères doivent être présents  

-plasmocytose médullaire clonale ≥ 10 % ou plasmocytome osseux ou extra médullaire 

prouvé à la biopsie 
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-atteinte d’organes selon les critères CRAB : 

-hypercalcémie > 2.75 mmol/L, ou > 0.25 mmol/L par rapport aux valeurs normales 

-insuffisance rénale : créatininémie > 173 mmol/L ou clairance de la créatinine < 40 

mL/min 

 -anémie : hémoglobine < 10g/dL ou -2 g/dL par rapport à l’Hb de base 

 -lésion osseuse ostéolytique à l’imagerie 

 

Le myélome multiple asymptomatique ou indolent : deux critères doivent être présents 

-absence de signes cliniques (pas d’atteinte d’organe selon les critères CRAB et pas d’atteinte 

radiologique) 

-associé à au moins un des critères suivants : 

 - Plasmocytose médullaire entre 10 et 60 % 

 - Pic d’immunoglobuline monoclonale sérique ≥ 30 g/L 

 - Composant monoclonale urinaire ≥ 500 mg/24h 

 

Les marqueurs de malignité suivants classent en myélome indolent à haut risque évolutif : 

-plasmocytose médullaire clonale ≥ 60 % 

  - >1 lésion focale à l’IRM de diamètre > 5 mm 

-rapport des chaines légères libres (CLL) impliquées / non impliquées ≥ 100, 

avec CLL > 100 mg/L 
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Gammapathie monoclonale de signification indéterminée (GMSI) : 3 critères doivent être 

présents 

- Absence de signes cliniques (pas d’atteinte d’organe selon les critères CRAB et pas 

d’atteinte radiologique) 

- Pic d’immunoglobuline monoclonale sérique ≤ 30 g/L 

- Plasmocytose médullaire < 10 % 

 

1.1.3 Prise en charge 

Au diagnostic, les patients sont classés selon un score pronostic, le revised International 

Staging System (r-ISS) (4), prenant en compte la beta 2 microglobuline (B2M) sérique, 

l’albumine sérique, le taux de lactate déshydrogénase (LDH) et la cytogénétique (Tableau 1). 
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Tableau 1 : score r-ISS 

Facteur pronostic Critères  

Stade ISS  

I B2M < 3.5 mg/L et albumine > 35 g/L 

II Ni ISS I ni ISS III 

III B2M > 5.5 mg/L 

Anomalies chromosomiques  

Risque standard Absence d’anomalie chromosomique à haut risque 

Haut risque Présence de del(17p) ou t(4;14) ou t(14;16) 

Stade r-ISS  

I ISS I et risque standard cytogénétique et LDH dans les 

limites de la normale 

II Ni r-ISS I ni r-ISS III 

III ISS III et soit anomalies chromosomiques à haut risque soit 

LDH supérieure aux valeurs limites de la normale 

 

Actuellement, les deux entités requérant la mise en route d’un traitement sont le myélome 

multiple symptomatique et le myélome indolent à haut risque évolutif. Le choix thérapeutique 

repose sur l’âge du patient, son état général et la présence de facteurs de mauvais pronostic. 

Ainsi, les patients en bon état général et âgés de moins de 65 ans se voient proposer, après une 

chimiothérapie d’induction, un traitement intensif à base de melphalan suivi d’une autogreffe 

de cellules souches hématopoïétiques. L’arsenal thérapeutique a considérablement évolué au 

cours des 20 dernières années depuis l’avènement du thalidomide. Actuellement la 

chimiothérapie repose sur une bi ou trithérapie combinant différentes classes thérapeutiques 

(5). Les principales classes utilisées sont les agents alkylants (melphalan, cyclophosphamide, 

bendamustine), les glucocorticoïdes (prednisone et dexaméthasone), les immunomodulateurs 

(thalidomide, lénalidomide, pomalidomide), les inhibiteurs du protéasome (carfilzomib, 

bortezomib, ixazomib) et plus récemment les anticorps monoclonaux (daratumumab, 

isatuximab). Enfin les recherches sur les immunothérapies et notamment les CAR-T cells 
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pourraient à l’avenir modifier la prise en charge des patients atteints de myélome multiple (6). 

Cependant, malgré une amélioration très significative de l’espérance de vie attribuable aux 

progrès thérapeutiques, le myélome reste une maladie incurable. Les patients rechutent tous à 

plus ou moins long terme et les durées de réponse aux lignes thérapeutiques successives 

raccourcissent inexorablement jusqu’à l’absence de solution thérapeutique. 

 

1.1.4 Suivi  

Afin d’évaluer la réponse au traitement, l’IMWG a défini des critères de maladie mesurable 

au diagnostic en se basant sur la valeur initiale du composant monoclonal afin de pouvoir 

réaliser un suivi quantitatif de la réponse (7). La maladie mesurable est donc définie lorsqu’au 

moins un des trois critères suivants est présent : 

-composant monoclonal sérique ≥ 10 g/L 

-composant monoclonal urinaire ≥ 200 mg/24h 

-CLL sériques ≥ 100 mg/L (à condition que le rapport CLL kappa / CLL lambda soit anormal) 

 

En fonction de ces critères au diagnostic, on définit les examens biochimiques nécessaire au 

suivi du patient (Tableau 2). 
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Tableau 2: maladie mesurable 

Maladie mesurable Examens biochimiques 

Sérique et urinaire Electrophorèse sérique et urinaire 

Sérique seule Electrophorèse sérique 

Urinaire seule Electrophorèse urinaire 

Maladie non mesurable Dosage CLL + électrophorèse sérique 

 

Pour l’analyse sérique, l’électrophorèse réalisée est généralement une électrophorèse 

capillaire. Elle présente une fiabilité similaire à l’électrophorèse sur gel d’agarose mais est 

plus facilement automatisable, et plus simple d’utilisation en routine (8). Les protéines 

migrent à travers un tube en silice auquel un courant électrique est appliqué, selon leur charge. 

Pour l’analyse urinaire, l’électrophorèse sur gel d’agarose est privilégiée. Enfin pour 

l’immunofixation que ce soit sérique ou urinaire, il s’agit d’une électrophorèse sur gel 

d’agarose couplée à des antisérums afin de déterminer l’isotype. Le dosage des chaines 

légères libres sériques s’effectue par immunonéphélémétrie, généralement avec le coffret 

Freelite de The Binding Site.  

 

Figure 1 : électrophorèse sérique (1) présentant un pic monoclonal en zone gamma ; immunofixation sérique (2) montrant 

une IgG kappa monoclonale. 
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Ces examens permettent une classification du niveau de réponse au traitement en fonction de  

l’évolution quantitative du composant monoclonal dans le sérum et/ou l’urine des patients (9). 

Tableau 3 : critères de réponse au traitement 

Réponse partielle (RP) 

Réduction d’au moins 50 % du composant monoclonal sérique et réduction du composant 

monoclonal urinaire d’au moins 90 % ou < 20 mg/24h 

Si le composant monoclonal n’est pas mesurable dans le sang ou dans les urines : diminution 

d’au moins 50 % de la dCLL 

Si le composant monoclonal n’est pas mesurable dans le sang ou dans les urines et que les 

CLL ne sont pas mesurables : diminution d’au moins 50 % de la plasmocytose médullaire (à 

condition d’un pourcentage initial de plasmocyte d’au moins 30 %) 

Très bonne réponse partielle (TBRP)  

Composant monoclonal détectable dans le sang ou dans les urines à l’immunofixation mais 

pas à l’électrophorèse 

Ou réduction d’au moins 90 % du composant monoclonal sérique et composant monoclonal 

urinaire < 10 mg/24h 

En cas de maladie mesurable uniquement sur les CLL : réduction d’au moins 90 % de la 

dCLL 

Réponse complète (RC) 

Immunofixation sérique et immunofixation urinaire négatives 

ET disparition des plasmocytomes 

ET plasmocytose médullaire < 5 % 

En cas de maladie mesurable uniquement sur les CLL : ratio CLL kappa / CLL lambda 

normal et complément des critères précédents 

Réponse complète stringente (RCs) 

Réponse complète telle que définie ci-dessus 

ET ratio CLL kappa / CLL lambda normal 

ET absence de cellules clonales dans la moelle osseuse en cytométrie en flux 

Maladie stable (MS) 

Absence de critères de MP, RP, TBRP, RC ou RCs 

Maladie progressive (MP) 

● Augmentation de 25% par rapport à la valeur la plus basse atteinte d’au moins un des 

marqueurs suivants (des critères d’augmentation en valeur absolue sont également requis) : 

-composant monoclonal sérique (augmentation d’au moins 5 g/L) 

-composant monoclonal urinaire (augmentation d’au moins 200 mg/24h) 

-plasmocytose médullaire (le pourcentage doit être au moins de 10%) 

-pour les patients n’ayant pas une maladie mesurable, augmentation de la dCLL d’au moins 

100 mg/L 

● et/ou apparition de lésions osseuses ou de plasmocytomes ou augmentation de taille des 

lésions osseuses ou plasmocytomes existants 

● et/ou apparition d’une hypercalcémie (> 2.65 mmol/L) liée au myélome 
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1.1.5 Evaluation de la MRD 

Avec l’évolution de la prise en charge des patients et l’apparition de nouveaux traitements, de 

plus en plus de patients atteignent le stade de RC et les techniques immunochimiques ne sont 

plus suffisamment sensibles pour détecter la présence ou non du composant monoclonal. De 

nouvelles méthodes ont donc été développées afin de détecter et mesurer la maladie résiduelle 

minimum (MRD = Minimal Residual Disease). Ces méthodes sont la cytométrie en flux 

(CMF) et le NGS (Next Generation Sequencing) (10,11). Selon les recommandations de 

l’IMWG, ces méthodes permettent une sensibilité minimum de 10-5, c’est-à-dire qu’elles sont 

capables de détecter un plasmocyte monoclonal parmi 100 000 leucocytes. La fiabilité et la 

sensibilité de ces méthodes ont déjà été validées à de nombreuses reprises et elles ont 

maintenant leur place en routine dans le suivi des patients atteints de myélome. La MRD 

pourrait être utilisée dans les prochaines années comme critère principal pour les essais 

cliniques évaluant l’efficacité des nouvelles thérapeutiques (12,13). Il reste cependant un 

inconvénient majeur commun à toutes ces techniques, l’analyse doit être effectuée sur un 

prélèvement de moelle osseuse. La fiabilité de l’examen est donc fortement corrélée à la 

qualité du prélèvement, qui n’est pas toujours évident à réaliser. De plus la présence des 

plasmocytes clonaux tumoraux n’est pas homogène dans la moelle, ce qui peut induire des 

résultats faussement négatifs. Enfin la ponction de moelle osseuse est un acte invasif pour le 

patient, ce qui peut avoir un impact sur la qualité de vie ainsi que sur la régularité du suivi. 

 

1.1.6 PET-scan 

La Tomographie par Emission de Positrons (TEP) est un examen radiologique consistant à 

injecter au patient un isotope radioactif, généralement le 18-fluorodesoxyglucose, qui va se 
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fixer préférentiellement sur les cellules du corps dont le métabolisme est le plus important. La 

TEP est généralement couplée à un scanner, permettant ainsi d’obtenir une évaluation 

fonctionnelle et morphologique par imagerie. Les cellules tumorales ayant une forte activité 

métabolique, le PET-scan est un examen très utilisé en pratique courante en oncologie. En 

2017, l’IMWG a publié ses recommandations concernant l’utilisation du PET-scan dans la 

prise en charge du myélome (14). Le PET-scan est ainsi indiqué dans le myélome multiple 

symptomatique, le myélome indolent et le plasmocytome. Il permet en effet une bonne 

évaluation de la maladie extra-médullaire. 

 

1.1.7 La MRD sanguine 

L’utilisation de techniques très sensibles pour détecter la présence de très faibles 

concentrations de composants monoclonaux est actuellement en évaluation. Les techniques de 

détection d’ADN circulant ou encore de cellules tumorales circulantes, bien que prometteuses, 

ne semblent pas pour l’heure capable de jouer ce rôle de MRD sanguine (15,16). Les 

techniques de spectrométrie de masse, largement utilisées dans les laboratoires de diagnostic, 

sont des outils de choix. Cependant la stratégie analytique est très dépendante de l’analyte 

concerné, et l’analyte « composant monoclonal » a pour principale caractéristique d’être 

unique, ce qui est à la fois un avantage et un inconvénient. 

1.2 ASPECTS ANALYTIQUES 

1.2.1 L’analyte : Le composant monoclonal 

Les lymphocytes B jouent un rôle central dans l’immunité adaptative du fait de leur 

production d’immunoglobulines. Les immunoglobulines sécrétées protègent l’organisme 
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contre les pathogènes étrangers (bactéries ou virus par exemple) en se liant aux antigènes et 

en recrutant d’autres cellules immunitaires ou en neutralisant elles-mêmes l’antigène (17). Les 

immunoglobulines sont des protéines homodimériques composées de deux chaines lourdes 

(HC pour heavy chain) et de deux chaines légères identiques (LC pour light chain). Chaque 

chaine légère s’apparie avec une chaine lourde, et les 2 chaines lourdes s’apparient entre elles 

via des ponts disulfures [figure 2]. Une chaine lourde a un poids moléculaire moyen de 50 

kDa, une chaine légère de 20-25 kDa. Les chaines légères et les chaines lourdes possèdent 

chacune deux régions distinctes appelées domaine constant et domaine variable. Le domaine 

constant de chaque chaine est situé au niveau de la partie C-terminale et contient un épitope 

qui définit l’isotype de la chaine. Il existe 5 isotypes différents pour les chaines lourdes : IgA, 

IgM, IgG, IgD ou IgE ; et deux pour les chaines légères : kappa ou lambda. Le domaine 

variable des chaines lourdes et légères est situé au niveau de la région N-terminale et contient 

la séquence peptidique qui reconnait et fixe l’antigène. Les cellules B vont créer des chaines 

lourdes et légères en réarrangeant aléatoirement différents segments de gènes spécifiques aux 

immunoglobulines. Lorsque ces réarrangements génèrent des séquences protéiques 

fonctionnelles pour les deux types de chaines, l’immunoglobuline spécifique est créée et 

exprimée à la surface de la cellule. Lorsque ce processus est effectué, la cellule subit une 

exclusion allélique afin que chaque cellule B n’exprime qu’une seule immunoglobuline (18). 

Ainsi, chaque cellule B est définie par un réarrangement génétique particulier qui code pour 

une immunoglobuline spécifique. Il existe jusqu’à 1012 séquences de réarrangement possibles, 

chacune codant pour une immunoglobuline unique et constituant le répertoire polyclonal 

normal des immunoglobulines (19). 

Dans le cas du myélome il s’agit d’une expansion monoclonale de cellule B. Toutes les 

cellules descendent du même clone et en conséquence, produisent la même immunoglobuline. 
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L’immunoglobuline monoclonale ainsi produite possède toujours les mêmes caractéristiques, 

du point de vue de la charge, dépendante de la séquence d’acides aminés, et de son poids 

moléculaire.  

 

Figure 2: schéma d'une immunoglobuline 

 

En électrophorèse, c’est la charge native de la protéine qui confère sa mobilité à 

l’immunoglobuline monoclonale mais cette spécificité est parfois insuffisante pour affirmer la 

présence ou non du composant monoclonal initial. Les techniques de spectrométrie de masse 

utilisant le poids moléculaire pour séparer les molécules entre elles semblent pouvoir apporter 

une meilleure spécificité. 
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1.2.2 L’outil spectrométrie de masse  

 

1.2.2.1 Principe  

La spectrométrie de masse consiste à séparer et identifier des molécules selon leur masse et 

leur charge après ionisation (rapport m/z). Il existe de nombreuses applications de la 

spectrométrie de masse en biologie clinique, que ce soit en biochimie pour l’analyse des 

stéroïdes, en pharmacologie pour le dosage des médicaments, en toxicologie pour la recherche 

de drogues ou encore en microbiologie pour l’identification de pathogènes (20,21).  

Il existe plusieurs méthodes de détection par spectrométrie de masse sur lesquelles nous ne 

nous attarderons pas en détails, mais toutes suivent les mêmes grands principes : 

-extraction de l’échantillon 

-ionisation des molécules d’intérêt 

-séparation suivant le rapport m/z 

-amplification et détection du signal 

La technique de spectrométrie de masse utilisée pour ce travail est appelée MALDI-TOF 

(Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionisation Time-Of-Flight). 

 

1.2.2.2 L’ionisation MALDI (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionisation) 

La désorption et l’ionisation laser assistées par matrice (MALDI pour Matrix-Assisted Laser 

Desorption/Ionisation) a été décrite en 1988 par Karas et Hillenkamp (22). Cette technique 

permet d’ioniser une large gamme de molécules de haut poids moléculaire, comme les 
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protéines, avec une préparation et une mise en œuvre rapides et simples. Dans un premier 

temps, la substance à analyser est mélangée à une solution de molécules organiques de petite 

taille, appelée matrice, et possédant une forte capacité d’absorption à la longueur d’onde du 

laser. Cette solution est déposée à la surface d’une plaque métallique appelée cible MALDI. 

Après évaporation du solvant, il en résulte un dépôt cristallisé de matrice et d’analyte, dans 

lequel les molécules de matrice sont en large excès vis-à-vis des molécules d’analyte. La 

deuxième étape a lieu sous vide au sein de la source du spectromètre de masse. Le dépôt 

cristallisé est alors irradié par le faisceau laser via des impulsions intenses et de courte durée. 

L’énergie ainsi transmise est absorbée par la matrice. Cet apport d’énergie très localisé induit 

la sublimation des cristaux de la matrice et provoque l’expansion de la matrice en phase 

gazeuse entrainant avec elle l’analyte intact (23). Lors de cette expansion il existe un échange 

de protons entre la matrice et l’analyte permettant la réaction d’ionisation. Les ions ainsi 

formés sont alors accélérés par un champ électrostatique en direction de l’analyseur TOF 

(Time Of Flight) [figure 3]. Cette technique d’ionisation permet une meilleure sensibilité. 

D’une part l’excès de matrice permet une meilleure séparation des molécules d’analyte qui 

sont isolées les unes des autres, facilitant l’ionisation. D’autre part la matrice absorbe la 

majeure partie de l’énergie du laser pour ensuite la redistribuer aux molécules d’analyte. Cela 

permet d’utiliser une haute intensité pour les énergies d’ionisation sans risque d’endommager 

les molécules d’analyte. Enfin puisque le processus est indépendant des propriétés 

d’absorption et de la taille de l’analyte, l’ionisation MALDI permet de traiter des molécules 

de très haut poids moléculaire, pouvant atteindre plusieurs centaines de kDa (24). Cette 

méthode est donc la plus utilisée pour l’ionisation des peptides, protéines et autres 

biopolymères, ainsi que pour les anticorps monoclonaux (25). 
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Figure 3 : MALDI TOF 

 

1.2.2.3 L’analyseur TOF (Time Of Flight) 

Les premières descriptions des analyseurs à temps de vol (Time Of Flight) datent des années 

40 (26) et leur commercialisation et utilisation en recherche datent des années 50 (27). Le 

principe de cet analyseur est simple : séparer les ions en fonction de leur vitesse lorsqu’ils se 

déplacent au sein d’une zone sous vide et libre de champ magnétique appelée tube de vol. Les 

ions sont expulsés par paquet ce qui permet un couplage optimal avec la technique 

d’ionisation MALDI qui produit des ions par intermittence. Ils sont ensuite accélérés vers le 

tube de vol grâce à une différence de potentiel appliquée entre deux électrodes au sein de cette 

zone d’accélération. Tous les ions acquièrent la même énergie cinétique et donc seule leur 

différence de masse sera à l’origine de leur différence de vitesse. Les ions sont ensuite 



20 

 

 

expulsés au sein du tube de vol où ils sont séparés en fonction de leur vitesse avant d’atteindre 

un détecteur situé à l’extrémité du tube de vol. Les rapports m/z sont ensuite déterminés en 

mesurant le temps nécessaire à chaque ion pour atteindre le détecteur : plus l’ion possède un 

rapport m/z faible, plus sa vitesse sera élevée et donc plus le temps nécessaire pour atteindre 

le détecteur sera court.  

Cette relation est modélisée par la formule suivante, où t est le temps de vol, L la distance de 

vol, e la charge élémentaire d’un proton et V le potentiel appliqué aux électrodes : 

𝑡2 =
𝑚

𝑧
× (

𝐿2

2𝑒𝑉
) 

 

1.2.2.4 Quantification en spectrométrie de masse 

Par nature la spectrométrie de masse est une méthode de détection et d’identification plutôt 

que de quantification. En effet, afin d’obtenir une quantification fiable des composés détectés 

en spectrométrie de masse, plusieurs pré-requis sont nécessaires. Le plus important d’entre 

eux, et celui qui pose le plus de difficulté pour la quantification des immunoglobulines 

monoclonales, est l’utilisation d’un standard interne spécifique. L’étape pré-analytique de 

préparation des échantillons étant une composante importante de l’analyse en spectrométrie 

de masse, il convient de s’assurer que celle-ci n’engendre pas de perte de la molécule à doser, 

ou, dans le cas contraire, que cette perte soit quantifiable. C’est le rôle du standard interne, qui 

est une molécule rajoutée à l’échantillon, en concentration connue, facilement détectable, et 

ayant les mêmes propriétés physico-chimiques que la molécule d’intérêt à doser, mais 
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n’interférant pas avec celle-ci. Le standard interne généralement utilisé est une version 

deutérée de la molécule à doser, dans laquelle un ou plusieurs atomes d’hydrogène ont été 

remplacés par un atome de deutérium. Le standard interne deutéré possède donc les mêmes 

propriétés physico chimiques que la molécule d’intérêt, mais il possède un rapport m/z 

différent, lui évitant toute interférence. Ainsi l’intensité du signal détecté pour le standard 

interne sert de référence pour la quantification de la molécule d’intérêt. La difficulté de la 

quantification des immunoglobulines monoclonales réside donc dans le fait que chaque 

patient devrait être évalué avec un standard interne personnalisé, dépendant de la protéine 

monoclonale sécrétée. C’est pourquoi dans ce travail de thèse, aucune quantification n’a été 

effectuée, les résultats se basent uniquement sur la présence ou non de la protéine 

monoclonale.  

 

1.3 OBJECTIF 

Comme nous l’avons vu précédemment, l’évaluation de la réponse au traitement dans le 

myélome nécessite un suivi complexe, mettant un œuvre de nombreuses méthodes, présentant 

toutes des inconvénients. Les techniques immunochimiques peuvent être réalisées sur un 

simple prélèvement de sang mais manquent de sensibilité. A l’inverse les méthodes 

d’évaluation de la MRD présentent une bonne sensibilité mais ne peuvent être réalisées que 

sur un échantillon de moelle osseuse. Les recommandations de l’IMWG préconisent donc le 

développement de nouvelles méthodes ayant une sensibilité similaire à la MRD mais pouvant 

être effectuées sur prélèvement sanguin (12). Le développement, et la généralisation en 

routine dans de nombreux domaines de la biologie, de la spectrométrie de masse semble 

prometteur et adapté à cette situation. Nous avons donc cherché à évaluer une technique de 
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spectrométrie de masse pour la détection des composants monoclonaux du myélome, en la 

comparant avec les analyses effectuées actuellement en routine au laboratoire. 

 

2 MATERIEL ET METHODE  

 

2.1 SELECTION DES ECHANTILLONS : L’ETUDE IMAJEM 

Les échantillons ont été sélectionnés au sein de la sérothèque de l’étude IMAJEM. Cette étude 

ancillaire du projet IFM/DFCI 2009 visait à évaluer l’utilisation de l’IRM et du PET-scan 

chez des patients atteints de myélome multiple (28). L’étude IFM 2009 avait pour objectif 

d’évaluer la combinaison de 8 cycles de lénalidomide-bortezomid-déxaméthasone (RVD) 

seuls versus RVD associée à une autogreffe de moelle osseuse (29). L’étude IMAJEM 

évaluait l’utilisation de l’IRM et du PET-scan à l’inclusion, après 3 cycles de RVD (pré-

RVD4) et en pré-maintenance. Ces patients étaient suivis à différents points de leur 

traitement, notamment par analyse immunochimique du sérum. Pour ce travail de thèse, nous 

avons sélectionné, au sein de la sérothèque IMAJEM, 5 points de suivi des patients : 

screening, pré-RVD4, pré-maintenance, D1M3 de maintenance, et post-maintenance [figure 

4].    
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Figure 4 : chronologie de l’étude IMAJEM 

 

2.2 ANALYSE DES ECHANTILLONS 

L’analyse par spectrométrie de masse des échantillons a été réalisée par la société Binding 

Site (Birmingham, Royaume-Uni) sur un MALDI-TOF Shimadzu 8020.  Dans un premier 

temps, les échantillons ont été purifiés afin de ne conserver que les immunoglobulines et 

d’éliminer les autres protéines sériques. Pour cela, les sérums ont été incubés avec des billes 

marquées par des anticorps de mouton anti-immunoglobulines humaines. Cinq antisérums 

polyclonaux spécifiques sont utilisés : anti IgG, anti IgA, anti IgM, anti chaines légères kappa 

totales, et anti chaines légères lambda totales. Ce traitement permet donc pour chaque 

1 2 

Préparateur automatisé TECAN (1) ; spectromètre de masse MALDI-TOF Shimadzu 8020 (2) 
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échantillon d’obtenir 5 purifications contenant respectivement les IgG totales, les IgA totales, 

les IgM totales, les chaines légères kappa libres et liées, et les chaines légères lambda libres et 

liées. Vient ensuite l’étape de réduction des échantillons afin de séparer les chaines légères 

des chaines lourdes, grâce à une solution de TCEP (Tris-2-carboxyethyl phosphine 

hydrochloride) et acide acétique. Une fois réduits, les échantillons sont ensuite mélangés 

volume à volume avec la matrice CHCA (acide α-cyano-4-hydroxycinnamique) puis 1 µL de 

ce mélange est déposé sur la plaque d’analyse [figure 5]. Chaque échantillon patient est donc 

traité et déposé 5 fois sur la cible MALDI, correspondant aux 5 antisérums testés. Toutes ces 

étapes de préparation des échantillons sont effectuées automatiquement par un préparateur 

TECAN. A noter qu’un deuxième passage des échantillons est nécessaire, avec cette fois-ci, 

l’utilisation de 2 antisérums supplémentaires : anti chaines légères libres kappa, et anti 

chaines légères libres lambda pour compléter le panel d’analyse. 

  

 

Figure 5 : Préparation des échantillons 
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Concomitamment aux échantillons patients, des contrôles de qualités sont analysés afin de 

s’assurer du fonctionnement correct des automates. Trois types de contrôles sont ainsi 

analysés : 

- Mass Calibrator : un mélange de 3 peptides connus : cytochrome C de cheval (12360 

Da), myoglobine de cheval (16951 Da) et trypsinogène (23980 Da), déposé sur la cible 

MALDI de la même manière qu’un échantillon patient. Permet au spectromètre de 

masse de s’étalonner en fonction de ces peptides dont le m/z est connu et constant 

[figure 6]. 

- Spotting Control : un peptide connu (aprotinine) ajouté à chaque échantillon et 

permettant de s’assurer du bon déroulement de la phase de préparation des 

échantillons ainsi que de la désorption laser. Ce peptide de m/z connu doit être 

identifiable sur le spectre de masse obtenu. 

- High and Low Protein Control : un mélange d’immunoglobulines polyclonales en 

concentration connue, analysé de la même manière qu’un échantillon patient et 

permettant au spectromètre de masse de s’étalonner en fonction de l’intensité obtenue 

pour ces échantillons de concentrations connues. 
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Figure 6 : exemple de passage du mass calibrator 

 

Lors de l’analyse des résultats, seules les chaines légères sont analysées, sur une étendue de 

m/z allant de 10.000 à 14.000. En effet lors de l’étape d’ionisation, les chaines légères se 

chargent 1+ ou 2+, mais la charge 2+ donne une meilleure sensibilité, c’est donc celle qui est 

retenue, donnant ainsi un m/z aux alentours de 11-12k, leur poids moléculaire étant de 20-25 

kDa. 

Les données patients de l’étude IMAJEM ont été obtenues grâce au logiciel DxLab. L’analyse 

des données ainsi que les statistiques ont été effectuées sur les logiciels Excel et GMRC. 
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3 RESULTATS 

 

Au total, 564 échantillons provenant de 133 patients ont pu être récupérés de la sérothèque et 

analysés en spectrométrie de masse. Nous avons pu analyser les échantillons des 5 points de 

visites prévus (screening, pré-RVD4, pré-maintenance, D1M3, post maintenance) pour 75 

patients sur les 133. 38 patients ont eu 4 points analysés, 8 patients ont eu 3 points analysés, 1 

patients a eu 2 points analysés, et 11 patients n’avaient que l’échantillon de screening 

disponible. 

Tous les échantillons ont eu une électrophorèse sérique par technique capillaire. Une 

immunofixation avait été réalisée lors de l’étude IMAJEM sur 318 des 564 échantillons, le 

dosage des chaines légères libres par la méthode Freelite® a été effectué sur 385 échantillons. 

Des résultats de MRD (CMF 4 couleurs avec une sensibilité à 10-4) concomitante sont 

disponibles pour 126 échantillons. Pour 98 patients nous avons un sérum de la visite de pré-

maintenance, visite lors de laquelle les patients bénéficiaient d’un PET-scan dans l’étude 

IMAJEM. Ces données, ainsi que la répartition des isotypes, sont résumées dans le tableau 4. 
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Tableau 4 : détails des échantillons analysés 

 Nombre d’échantillons 

MALDI-TOF 564 

Electrophorèse sérique 564 

Immunofixation 318 

Dosage des chaines légères 385 

PET-scan  98 

MRD 126 

 Isotypes 

IgG 60% 

IgA 19% 

IgM 0% 

 IgD 2% 

IgE 1% 

CLL kappa 13% 

CLL lambda 5% 

 

3.1 PRESENTATION DES DIFFERENTS PROFILS 

Chaque échantillon est testé 7 fois, pour chacun des 7 anticorps utilisés (anti IgG, anti IgA, 

anti IgM, anti chaines légères kappa totales, anti chaines légères lambda totales, anti chaines 

légères kappa libres et anti chaines légères lambda libres). Nous allons maintenant présenter 

les profils typiques les plus fréquents : normal, pic monoclonal, profil oligoclonal. 
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3.1.1 Profil normal 

Un profil normal ne présente aucun pic monoclonal sur chacun des 7 spectres représentés 

[figure 7]. La première courbe représente la répartition polyclonale gaussienne de la totalité 

des chaines légères liées aux IgG. Sur la deuxième courbe, se trouvent les chaines légères 

liées aux IgA, sur la troisième les chaines légères liées aux IgM. Les 4e et 5e courbes 

représentent respectivement les chaines légères kappa totales et les chaines légères lambda 

totales. Sur les 6e et 7e courbes sont représentées les chaines légères libres kappa et les chaines 

légères libres lambda respectivement, qui ne sont pas présentes sur ce profil normal. 

Le rapport m/z se trouve en abscisse et l’intensité du signal en ordonnée de chacune des 

courbes. Les chiffres soulignés correspondent au m/z maximum repéré par l’opérateur. La 

zone entre les deux traits verticaux bleus correspond à la zone de m/z des chaines légères 

lambda, et celle entre les deux traits rouges, à la zone des chaines légères kappa. 
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Figure 7 : Profil normal 

 

3.1.2 Profil présentant un pic monoclonal 

La figure 8 montre un profil de pic monoclonal, représenté par les flèches noires. Ce pic est 

présent au niveau des IgG (m/z = 11889) et représente les chaines légères liées à l’IgG 

monoclonale, des chaines légères kappa totales (m/z = 11894) et des chaines légères libres 

kappa (m/z = 11890). 
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Figure 8 : IgG kappa monoclonale + chaines légères libres kappa monoclonales 

 

A noter que sur chacun de ces 3 pics, on remarque un deuxième pic (flèches bleues), de plus 

faible intensité, situé à un m/z de +73 par rapport au pic principal. Ce pic secondaire 

correspond à la présence d’un adduit. Lors de l’ionisation, une molécule de matrice peut se 

lier à une molécule d’analyte, donnant ainsi une nouvelle molécule de m/z différent appelée 

adduit. La différence de m/z correspond à celui de la molécule de matrice. On retrouve des 

adduits dans toutes les techniques de spectrométrie de masse. 
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3.1.3 Profil oligoclonal 

La figure 9 montre l’exemple d’un profil oligoclonal en MALDI-TOF. On note un fond 

polyclonal sur chacune des 7 courbes, associé à plusieurs pics monoclonaux, non 

individualisés et de faible intensité par rapport au fond polyclonal. Ce genre de profil 

immunitaire oligoclonal se retrouve en cas de syndrome inflammatoire ou lors de la 

reconstitution immunitaire après traitement par chimiothérapie. 

 

Figure 9 : Profil oligoclonal 
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3.2 SUIVI D’UN PATIENT 

Le fait de posséder plusieurs échantillons par patient au cours du suivi nous a permis d’étudier 

l’évolution de leurs profils en spectrométrie de masse. Les figures 10 à 14 présentent les 

différents profils d’un même patient au cours des 5 points de suivi. Les données sont 

résumées dans le tableau 5. 

Tableau 5 : suivi d’un patient 

Visite Pic (g/L) Intensité (UA) Immunofixation m/z 

Screening 65 3.104 Positive  11889 

Pre-RVD4 5.4 1.104  NR 11890 

Pre-maintenance 3 6.103 NR 11887 

D1M3 Absence  5.103 Positive  11892 

Post-maintenance Absence  NA Négative NA 

 

3.2.1 Screening 

On note une IgG kappa monoclonale (m/z 11889) et des chaines légères libres kappa 

monoclonales (11890). Sur l’électrophorèse sérique, le pic est estimé à 65 g/L, le dosage des 

chaines légères retrouve des chaines légères libres kappa à 920 mg/L. 
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Figure 10 : screening 

 

3.2.2 Pré-RVD4 

L’IgG kappa monoclonale (m/z 11890) est toujours présente, mais l’intensité du signal a 

diminué. En revanche les chaines légères libres kappa monoclonales ne sont pas retrouvées. 

Sur l’électrophorèse sérique, le pic est estimé à 5.4 g/L, le ratio des chaines légères est 

normal. 
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Figure 11 : Pré-RVD4 

 

3.2.3 Pré-maintenance 

Persistance de l’IgG kappa monoclonale (m/z 11887) ; l’intensité du signal diminue encore 

par rapport à la visite précédente. Sur l’électrophorèse sérique, le pic est estimé à 3 g/L. 
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Figure 12 : Pré-maintenance 

 

3.2.4 D1M3 

Persistance de l’IgG kappa monoclonale (m/z 11892), dont l’intensité continue de diminuer. 

Reconstitution progressive des immunoglobulines polyclonales G, A et M. Sur 

l’électrophorèse sérique, le pic n’est plus quantifiable. 
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Figure 13 : D1M3 

 

3.2.5 Post-maintenance 

L’IgG kappa monoclonale du diagnostic n’est plus détectable (cercle noir). Fond polyclonal 

des immunoglobulines prédominant.  



38 

 

 

 

Figure 14 : Post-maintenance 
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résultats sont représentés sur la figure 15. 97% des échantillons ont une différence de m/z 

inférieure à 10, ce qui nous confirme la bonne répétabilité de la méthode.  

 

Figure 15 : variabilité du rapport m/z 

 

Devant ces résultats, et en accord avec le laboratoire Binding Site, nous avons décidé de fixer 

la limite de m/z pour un même composant monoclonal à ±15. 

Au sein d’un même échantillon il peut y avoir des variations entre le m/z du composant 

monoclonal au niveau de la courbe des chaines lourdes et celui de la courbe des chaines 

légères. Ces variations étant faibles et systématiquement inférieures à 15, nous avons décidé 

de ne pas en tenir compte. 
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3.4 COMPARAISON IMMUNOFIXATION ET MALDI-TOF 

Sur les 318 échantillons ayant eu à la fois une analyse MALDI-TOF et une immunofixation, 

nous obtenons une concordance de 85% : 57 échantillons étaient négatifs dans les deux 

techniques, 212 échantillons positifs dans les deux techniques, 2 échantillons douteux dans les 

deux techniques et 47 échantillons discordants. Un échantillon est considéré comme douteux 

lorsque le fond polyclonal ou oligoclonal des immunoglobulines ne permet pas de trancher 

quant à la présence ou non du composant monoclonal. Concernant les échantillons 

discordants, 28 étaient positifs en MALDI-TOF mais négatifs en immunofixation et 19 étaient 

douteux en immunofixation mais positifs (9 échantillons) ou négatifs (10 échantillons) en 

spectrométrie de masse. Aucun échantillon n’était positif en immunofixation et négatif en 

MALDI-TOF. Ces données sont résumées dans le tableau 6. A noter que 46% des 

échantillons positifs en MALDI-TOF et négatifs en immunofixation étaient des myélomes à 

chaines légères, alors qu’ils ne représentent que 18% des échantillons totaux. 

 

Tableau 6 : Comparaison MALDI-TOF et immunofixation 

  
MALDI-TOF 

  Négatif Positif 
Douteux 

Immunofixation 

Négatif 57 28 0 

Positif 0 212 0 

Douteux 10 9 2 
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3.5 COMPARAISON DOSAGE DES CHAINES LEGERES ET MALDI-TOF 

Notre étude comportait 24 patients ayant un myélome à chaines légères, représentant 95 

échantillons. 56 échantillons étaient positifs en analyse MALDI-TOF. Nous avons comparé 

ces résultats aux résultats de dosage des chaines légères (figure 16). Parmi les échantillons 

négatifs en MALDI-TOF, deux avaient un ratio CLLi/CLLni supérieur à 2. Inversement, 5 

échantillons positifs en MALDI-TOF avaient un ratio normal. Les 88 autres échantillons 

présentaient un résultat concordant entre les deux techniques. 

 

Figure 16 : Comparaison ratio CLLi/CLLni et MALDI-TOF 
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3.6 ANALYSE DE SURVIE 

L’analyse globale sur les 76 patients avec un échantillon en post-maintenance montre une 

survie sans progression (PFS) significativement meilleure pour les patients négatifs en 

spectrométrie de masse (36 patients) par rapport à ceux positifs (40 patients) : PFS médiane 

1828 jours versus 1057 jours (p=0.012) (figure 17).  

 

Figure 17 : Survie sans progression (jours), résultats sur tous les patients ayant un échantillon en post-maintenance 

 

En réalisant un focus sur les patients avec une immunofixation négative en post-maintenance 

(39 patients), la négativité de l’analyse en MALDI-TOF est également associée à une 

meilleure PFS : 1838 jours (31 patients) versus 1065 jours (8 patients) (p=0.010) 

respectivement. La courbe de survie correspondante n’est pas représentée ici, les effectifs 

étant trop faibles. 

En revanche, parmi les patients dont le ratio de chaines légères est normalisé, la survie 

médiane sans progression entre les patients négatifs en MALDI-TOF et ceux positifs n’est pas 
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significativement différente (1841 jours vs 1252 jours, p=0.134). Il en est de même parmi les 

patients négatifs en MRD en post-maintenance (1868 jours vs 1409 jours, p=0.791). Ces 

résultats sont résumés dans le tableau 7. 

 

Tableau 7 : Survie médiane sans progression (jours) 

 

MALDI-TOF négatif 

(Nombre de patients) 

MALDI-TOF positif 

(Nombre de patients) 
 

 Post-maintenance  

Tous les patients 
1828 jours (36) 1057 jours (40) p=0,012 

IF négative en 
post-maintenance 

1838 jours (31) 1065 jours (8) p=0,010 

Ratio chaines 
légères normal en 
post maintenance 

1841 jours (29) 1252 jours (24) p=0,134 

MRD 10-4 
négative en post 
maintenance 

1868 jours (20) 1409 jours (8) p=0,791 

 Pré-maintenance  

PET-scan négatif 
en pré-
maintenance 

1334 jours (16) 1351 jours (54) 

 

 

4 DISCUSSION 

 

L’utilisation des traitements de première ligne actuels permet aujourd’hui à plus de la moitié 

des patients d’atteindre le stade de Réponse Complète (12,30). Cependant la majorité d’entre 

eux finira par rechuter, ce qui laisse supposer la persistance d’une maladie résiduelle non 

détectée par les méthodes d’évaluation actuelles. Ainsi de nouvelles méthodes d’évaluation 
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des patients atteints de myélome multiple semblent nécessaires (12). La spectrométrie de 

masse, utilisée en routine dans de nombreux laboratoires pour le dosage de médicaments, de 

toxiques ou encore de stéroïdes, est une approche prometteuse pour cette problématique. Ce 

travail de thèse visait à évaluer une technique de MALDI-TOF, développée par la société The 

Binding Site, dans le cadre du suivi des patients atteints de myélome multiple. Les analyses 

ayant été effectuées à Birmingham (Angleterre), au siège de la société The Binding Site, ce 

travail de thèse avait également pour but de se familiariser avec cette nouvelle technologie 

avant son implantation au laboratoire de Biochimie Spécialisée du CHU de Nantes à la fin de 

l’année 2020. 

D’un point de vue analytique, les performances de cette technique MALDI-TOF sont 

satisfaisantes. On note en effet une bonne répétabilité entre les échantillons d’un même 

patient, avec un rapport m/z du composant monoclonal variant assez peu entre les différentes 

visites (<10 pour 97% des échantillons testés). Cela nous permet d’affirmer la fiabilité de 

cette analyse pour le suivi des patients au cours du temps, et nous a permis de déterminer un 

seuil de variation du rapport m/z au-delà duquel un pic ne peut plus être considéré comme 

correspondant au composant monoclonal initial : ± 15 m/z. Cependant, il convient de noter 

que dans le cadre de cette étude rétrospective, tous les échantillons d’un même patient étaient 

analysés le même jour, au sein de la même série. Ceci ne sera bien évidemment pas le cas lors 

du suivi des patients, et il conviendra alors de s’assurer cette fois-ci que la reproductibilité du 

rapport m/z reste satisfaisante avec des échantillons analysés à plusieurs mois d’intervalle. 

L’analyse comparative entre immunofixation et MALDI-TOF montre également des résultats 

satisfaisants et un gain de sensibilité et spécificité. 28 échantillons sur les 318 testés étaient 

positifs en analyse MALDI-TOF et négatifs en immunofixation, nous indiquant une meilleure 

sensibilité et un seuil de détection plus bas pour le MALDI-TOF. Cette augmentation de 



45 

 

 

sensibilité se retrouve particulièrement pour les myélomes à chaines légères. En effet, alors 

que ceux-ci ne représentaient que 18% du total des échantillons analysés, ils représentent 46% 

des échantillons pour lesquels le MALDI-TOF était positif et l’immunofixation négative. La 

technique MALDI-TOF semble donc apporter un gain conséquent en sensibilité au niveau de 

la détection des chaines légères. Le dosage des chaines légères étant la méthode de référence 

et la plus sensible pour le suivi des myélomes à chaines légères, nous avons donc comparé le 

MALDI-TOF et la méthode de dosage Freelite® via le ratio CLLi/CLLni [figure 16]. Nous 

avons observé une concordance pour 93% des 95 échantillons de patients atteints de myélome 

à chaines légères analysés entre les deux méthodes. Parmi les échantillons discordants, on 

observe tout d’abord 2 échantillons négatifs en MALDI-TOF mais avec un ratio CLLi/CLLni 

anormal. Ces deux échantillons proviennent du même patient, présentant un myélome à 

chaines légères kappa, aux visites pré-RVD4 et pré-maintenance. Une particularité que l’on 

peut noter ici est que les chaines légères lambda sont effondrées chez ce patient sur le dosage 

Freelite® (CLL lambda <1.47 mg/L et CLL kappa = 20.80 mg/ L) alors que sur l’analyse 

MALDI-TOF elles apparaissent en quantité plus importante que les chaines légères kappa. En 

effet même si le MALDI-TOF ne permet pas la quantification, on peut se baser sur l’intensité 

du signal pour évaluer les concentrations relatives des chaines légères [figure 18].  
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Figure 18 : 1) échantillon discordant, négatif en MALDI-TOF (CLL kappa monoclonale au screening avec un m/z à 11604, 

non retrouvé sur cette visite) et ratio CCLi/CLLni anormal. Visite Pré-RVD4. On note que les CLL lambda semblent en 

quantité plus importante que les CLL kappa. 2) échantillon discordant, positif en MALDI-TOF (flèche noire : CLL lambda, 

m/z 11245) et ratio CLLi/CLLni normal. 

 

Les cinq autres échantillons discordants étaient positifs en MALDI-TOF mais présentaient un 

ratio CLLi/CLLni normal. Il s’agissait tous d’échantillons provenant de patients atteints d’un 

myélome à chaines légères lambda. C’est le cas de l’échantillon 2 présenté sur la figure 18 où 

le pic monoclonal CLL lambda est indiscutable, avec un rapport m/z à 11245, alors que le 

dosage des chaines légères retrouve des CLL kappa à 9.76 mg/L et des CLL lambda à 11 

mg/L (ratio normal à 1.13). Concernant la spécificité des antisérums, il ne semble pas y avoir 

de différence majeure entre les antisérums chaines légères totales et les antisérums chaines 

légères libres. Cependant il arrive que certains échantillons ne soient positifs que sur la piste 

de l’antisérum chaines légères totales et d’autres que sur la piste de l’antisérum chaines 

légères libres. Il nous semble donc important pour le moment de conserver ces deux types 
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d’antisérums. Quant au gain de spécificité de l’analyse MALDI-TOF, on le retrouve pour les 

échantillons douteux en immunofixation. Il n’est en effet pas rare que l’immunofixation soit 

prise en défaut et ne permette pas de conclure quant à la présence ou non de 

l’immunoglobuline monoclonale. Cela se produit généralement en cas de profil oligoclonal, 

ou lorsqu’un fond polyclonal prédomine, ou bien encore à cause de la présence d’un anticorps 

monoclonal, même si ce n’était pas le cas dans cette étude. Ainsi sur les 21 échantillons testés 

pour lesquels l’immunofixation a été rendue douteuse, le MALDI-TOF a permis de trancher 

dans 90% des cas (19/21). Cela constitue un gain de spécificité conséquent, mais néanmoins 

la spectrométrie de masse n’est pas infaillible : 2 échantillons restaient douteux en MALDI-

TOF. La lecture des profils présente les mêmes difficultés, bien qu’atténuées, que 

l’immunofixation, ainsi il est parfois difficile de conclure au sein d’un profil oligoclonal et 

l’interprétation de certains profils nécessite un œil exercé et un biologiste expérimenté, 

comme pour la lecture de l’immunofixation. Par ailleurs, la spécificité du MALDI-TOF est 

parfois mise en défaut, et plus particulièrement celle des anticorps utilisés pour déterminer 

l’isotype. Il arrive parfois que chez certains patients présentant un pic monoclonal très 

important, la spécificité des anticorps soit prise en défaut et qu’une liaison non spécifique se 

produise. C’est par exemple le cas du profil présenté en figure 19. Ce patient présente une IgG 

kappa monoclonale associée à des chaines légères libres kappa monoclonales. Cependant on 

distingue un pic au niveau des chaines légères libres lambda (flèche noire) qui est non 

spécifique, confirmé par l’immunofixation (négative sur la piste lambda) et le dosage des 

chaines légères (1.93 mg/L pour les CLL lambda). Ce genre de réaction, bien que rare parmi 

nos échantillons testés, peut nous induire en erreur sur la nature du composant monoclonal 

impliqué et doit donc être surveillé.  
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Figure 19 : Défaut de spécificité des anticorps, patient présentant une IgG kappa associée à des CLL kappa. Réaction non 

spécifique des anticorps anti CLL lambda. 

 

Concernant l’analyse de survie, bien que l’étude n’ait pas été conçue en ce sens, elle nous 

apporte néanmoins certaines données intéressantes. D’une manière générale, la négativité du 

MALDI-TOF est en faveur d’une meilleure PFS (1828 jours vs 1057, p=0.012). Par ailleurs, 

la négativité du MALDI-TOF est plus en faveur d’une meilleure PFS que la négativité de 

l’immunofixation. En effet, parmi les patients dont l’immunofixation était négative, ceux 

également négatifs en MALDI-TOF obtenaient une meilleure PFS que ceux positifs (1838 

jours vs 1065, p=0.010). En revanche, bien qu’une tendance en faveur du MALDI-TOF 
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semble exister, il n’existe pas de gain significatif de PFS quand on le compare à la MRD 10-4. 

Cela est peut-être dû au faible nombre de patients par groupe. Une étude prospective visant à 

évaluer le gain ou non en termes de survie du MALDI-TOF par rapport aux autres techniques 

est nécessaire pour conclure. Enfin, une limite importante de cette étude est la réalisation des 

analyses par la société The Binding Site en Angleterre, sur laquelle nous n’avons eu aucune 

visibilité. Seules des captures d’écrans des résultats nous ont été transmises, rendant leur 

analyse plus compliquée. Encore une fois, l’installation de cette technologie au CHU de 

Nantes permettra de s’affranchir de cette limite pour des études ultérieures. 

De nombreuses autres études rapportent des résultats prometteurs sur l’utilisation de la 

spectrométrie de masse pour l’identification de la protéine monoclonale, le suivi et 

l’évaluation de la maladie résiduelle (31). En 2014, Barnidge et al. ont publié le principe de 

leur technique miRAMM (monoclonal immunoglobulin rapid acurate mass measurement)   

(32). La technologie utilisée ici était une chromatographie liquide couplée à un analyseur 

quadrupole TOF. Avec une étape préalable de dissociation des chaines légères et des chaines 

lourdes, cette approche permet d’isoler la protéine monoclonale du sérum du patient, et de 

suivre son évolution au cours de la prise en charge, en se basant sur le m/z unique de la 

protéine. Cette étude rapportait alors une sensibilité analytique équivalente aux dosages de 

chaines légères et aux électrophorèses sur gel (33). Cette méthode s’est avérée également 

fiable sur des échantillons d’urine : une étude sur 200 patients retrouve une sensibilité 

équivalente entre la technique miRAMM et l’immunofixation urinaire, avec une concordance 

de 97.5% (34). Dans une autre cohorte en 2017, sur 30 patients ayant atteint le stade de 

réponse complète stringente après autogreffe de cellule souche, 81 % étaient toujours positifs 

en analyse miRAMM, démontrant ici une meilleure sensibilité que les techniques actuelles 

d’immunofixation et de dosage des chaines légères (35). En revanche le statut miRAMM des 
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patients n’avait pas d’impact sur la durée de survie sans progression. Cette technique a 

également montré sa fiabilité pour la détection des chaines légères libres et pour le suivi des 

patients atteints d’amylose ou de myélome à chaines légères (36). Les techniques de 

chromatographie liquide couplée à un quadrupole étant peu simples à utiliser en routine et 

coûteuses, les recherches se sont également portées sur la technique MALDI-TOF, plus 

facilement automatisable, plus rapide et plus simple d’utilisation en routine (37). En 2016, 

Kohlhagen et al. publient une étude sur plus de 500 patients montrant que la technologie 

MALDI-TOF présente des performances similaires à celles de l’immunofixation sérique pour 

la détection des immunoglobulines monoclonales (38). En revanche la technologie MALDI-

TOF ne permet pas à elle seule de déterminer l’isotype de l’immunoglobuline monoclonale. 

Une étape pré-analytique de préparation et purification des échantillons est nécessaire, 

utilisant, de la même manière que dans ce travail de thèse, des anticorps dirigés contre les 

domaines constants des chaines lourdes GAM et des chaines légères kappa lambda. Ce couple 

MALDI-TOF/anticorps a été nommé MASS-FIX et montre des performances similaires à 

l’immunofixation en termes de détection et d’identification des immunoglobulines 

monoclonales, avec une corrélation de 98% dans le sérum et 95% dans l’urine (39,40). Cette 

technique MASS-FIX offre de bonnes performances analytiques, un coût acceptable, ainsi 

qu’une utilisation facilement adaptable à la routine d’un laboratoire. Elle a remplacé 

l’immunofixation en analyse de routine à la Mayo Clinic depuis 2018. 

Nous avons évoqué précédemment l’impossibilité de réaliser une quantification de 

l’immunoglobuline monoclonale avec cette méthode. Il existe cependant d’autres méthodes de 

spectrométrie de masse, en cours d’évaluation actuellement, qui permettraient cette 

quantification. En utilisant l’approche clonotypique, c’est-à-dire en ne cherchant à analyser 

que des fragments des régions variables des immunoglobulines et non plus les chaines 
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entières, de meilleures performances analytiques sont attendues (41,42). A partir de cette 

méthodologie, la quantification devient possible en utilisant des isotopes de peptides 

spécifiques aux patients (43,44). La mise en place de ces techniques est néanmoins encore 

trop lourde pour un laboratoire de routine et leur application est pour le moment limitée aux 

laboratoires de recherche. 

L’apparition des anticorps monoclonaux dans le traitement du myélome multiple a 

profondément changé l’approche thérapeutique de cette maladie ces dernières années (45). 

Cette nouvelle approche thérapeutique s’est également accompagnée de nouveaux défis pour 

les biologistes, les anticorps monoclonaux interférant avec les techniques de suivi 

immunochimiques habituelles, notamment l’immunofixation (46,47). En effet, en cas de co-

migration entre l’anticorps monoclonal et l’immunoglobuline monoclonale du patient, il n’est 

pas possible de faire la distinction entre les deux avec une simple immunofixation. Ainsi la 

profondeur de la réponse ne peut être évaluée de manière précise chez ces patients. En 

revanche, la spectrométrie de masse permet aisément de faire la distinction entre les deux 

(48). Cet avantage de la spectrométrie de masse sur l’immunofixation peut s’avérer 

déterminant à l’heure où de plus en plus d’anticorps monoclonaux font leur apparition dans le 

traitement du myélome, engendrant ainsi une augmentation du nombre de patients dont la 

profondeur de la réponse ne pourra pas être évaluée par immunofixation. 

En 2019 au congrès de l’American Society of Hematology, Puig et al. ont présenté les 

résultats de leur étude évaluant l’utilisation de la spectrométrie de masse chez les patients 

atteints d’un myélome indolent à haut risque (49). Les analyses ont été effectuées par la 

société The Binding Site, utilisant la même méthode que dans ce travail de thèse. Cette étude 

retrouve une meilleure sensibilité et spécificité du MALDI-TOF par rapport à 
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l’immunofixation. La comparaison avec la MRD-NGF à 10-5 retrouve une concordance de 

70%. Vingt pour cent des patients étaient positifs en MALDI-TOF et négatifs en MRD, 

expliqués probablement par des faux négatifs de la MRD liés à la nature hétérogène de la 

maladie au sein de la moelle osseuse. A l’inverse 10% des patients étaient positifs en MRD et 

négatifs en MALDI-TOF, laissant supposer une meilleure sensibilité de la MRD. En 2020, 

Derman et al. ont comparé la spectrométrie de masse couplée à la chromatographie liquide 

(LC-MS) avec la MRD-NGS 10-6 et montrent que la négativité de la LC-MS a un meilleur 

pronostic sur la durée de PFS que la négativité de la MRD-NGS (50). Ce dernier résultat nous 

démontre que pour améliorer la sensibilité de la spectrométrie de masse, il est nécessaire de 

passer par une étape de fragmentation du composant monoclonal, préalablement séparé des 

autres immunoglobulines. Cette combinaison analytique sera nécessaire pour approcher les 

performances cliniques de la MRD médullaire et donc pouvoir parler d’une MRD sanguine ou 

MS-MRD (Mass Spectrometry MRD). 

En conclusion, cette technologie MALDI-TOF semble prouver sa supériorité sur 

l’immunofixation dans le cadre du suivi des patients atteints de myélome multiple, que ce soit 

sur le plan analytique, en termes de spécificité et de sensibilité, ou sur le plan clinique, en 

terme de PFS. Cette amélioration est toutefois difficile à évaluer précisément et est à mettre 

en parallèle avec le coût de l’analyse. Le couple spectromètre de masse Shimadzu 8020 et 

préparateur automatisé Tecan coûte environ 500.000 € quand un automate Hydrasys pour 

réaliser les immunofixations ne coûte que 20.000 €. Le prix d’analyse d’un échantillon patient 

est estimé à 70 € en MALDI-TOF contre 15 € pour une immunofixation. La mise en place de 

cette technologie au laboratoire de Biochimie Spécialisée du CHU de Nantes devrait 

permettre une évaluation prospective de ses performances en routine afin de préciser la place 

de ce nouvel outil dans la prise en charge du myélome multiple. 
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RESUME 

Les nouvelles approches thérapeutiques dans la prise en charge du myélome multiple ont 

permis à un nombre de plus en plus important de patient d’atteindre le stade de réponse 

complète, avec cependant des durées de rémission très variables, nécessitant de recourir à des 

méthodes de plus en plus sensibles pour détecter la maladie résiduelle. Dans ce contexte 

d’évaluation de maladie résiduelle dans le sang, la technologie MALDI-TOF étudiée ici de 

manière rétrospective sur 564 échantillons de sérum provenant de 133 patients semble être 

une approche prometteuse dans ce contexte. Elle présente un gain en sensibilité et en 

spécificité par rapport à l’immunofixation sérique. La négativité du MALDI-TOF est 

également prédictive d’une meilleure PFS que la négativité de l’immunofixation. Ces 

premiers résultats devront par la suite être confirmés par une analyse prospective. 
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