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Résumé et mots clefs

La sclérose en plaques (SEP) est la maladie inflammatoire du systeme nerveux
central (SNC) la plus fréquente et est la premiére cause de handicap d’origine
non traumatique dans les populations d’adultes jeunes. Le pronostic
neurologique des patients atteints de SEP s’est amélioré ces 20 derniéres années
grace a l'avenement des thérapeutiques immuno-actives et les révisions
successives des criteres diagnostiques, se voulant de plus en plus sensibles.
Cependant, ce gain de sensibilité entraine une diminution de spécificité, avec un
risque d’erreurs diagnostiques plus fréquentes. Nous manquons donc d’outils
sensible et spécifique d’aide au diagnostic des patients suspects de SEP.

Compte tenu des processus immuno-pathologiques impliqués dans la maladie,
I'objectif de cette thése est d’évaluer les performances diagnostiques et
pronostiques de différents biomarqueurs dans le liquide céphalo-rachidien
(LCR): Différentes cytokines intrathécales (IL-1B, récepteur soluble de I'IL-2 (sIL-
2R), IL-6, et IL-10), et les chaines légéres libres (CLL) kappa, en les comparant aux
bandes oligoclonales (BOC), actuel biomarqueur du LCR de référence dans la SEP.
Nous avons mis en place une cohorte prospective (CyBIRD, NCT05056740)
incluant tout patient majeur adressé au CRC-SEP du CHU de Nice pour une
suspicion clinique et/ou radiologique de SEP. Sur les 176 patients inclus, I'index
kappa et la fraction intrathécale (FI) de CLL kappa favorisaient le diagnostic de
SEP (AUC 0.90 et 0.89 respectivement) et les concentrations d’IL-6 et de slIL-2R
dans le LCR favorisaient le diagnostic de maladie inflammatoire du SNC non SEP
(AUC 0.87 et 0.77 respectivement). Aprés avoir déterminer les seuils optimaux
de chaque biomarqueur, un index kappa positif semblait plus performant que les

BOC pour le diagnostic de SEP (AUC 0.82 vs 0.74).



Afin de confirmer ces résultats, nous avons mené une seconde étude
rétrospective multicentrique francaise a I'aide du soutien de la Société
Francophone de la SEP. Grace a la collaboration de 13 CRC-SEP francais, 1621
patients ont été inclus. Nos résultats montraient que I'index kappa (AUC 0.94) et
la FI kappa (AUC 0.94) avaient une capacité diagnostique respectivement
équivalente (p=.123), et supérieure a celle de la valeur brute des CLL kappa dans
le LCR (AUC 0.91, p<.0001). Un index kappa positif (seuil de 8.9) était plus
sensible (88% vs 82%) et aussi spécifique (89% vs 90%) que les BOC. Enfin, la
valeur de I'index kappa n’était pas influencée par les caractéristiques cliniques
de la maladie, les différentes techniques de dosage des CLL, ou encore la prise
de corticoides, renforcant son intérét a la phase diagnostique.

Pour terminer, nous avons évalué si la valeur de I'index kappa au diagnostic
prédisait I'évolution clinique et radiologique des patients ayant un premier
événement clinique suspect de SEP (SCI) ou un syndrome radiologique isolé
(SRI). L’étude de 182 patients (146 SCI et 36 SRI) a montré que lI'index kappa
permettait de prédire I'apparition d’'une nouvelle Iésion radiologique au cours
du temps chez les patients SCI (AUC variant de 0.86 a2 0.96 a 12 et 48 mois, Hazard
ratio 1.06 [1.04; 1.07], p<.0001) et chez les patients SRI (AUC variant de 0.84 a
0.64 a 12 et 24 mois, Hazard ratio 1.08 [1.03; 1.13], p=.002) mais aussi
I"apparition d’une seconde poussée clinique chez les patients SCI (AUC variant
de 0.75a 0.87 a 12 et 48 mois, Hazard ratio 1.04 [1.01; 1.07], p=.007).
L’ensemble de nos résultats suggerent que la mise en évidence d’une synthese
intrathécale de CLL kappa, via le calcul de I'index ou de la Fl kappa, est un outil
sensible et spécifique pour le diagnostic de SEP. Il permet d’estimer le risque
d’évolution clinique et radiologique dés les phases les plus précoces de la

maladie. Ces résultats apportent un argument fort pour l'intégration de ce



biomarqueur dans les prochaines révisions des criteres diagnostiques de la

maladie.

Mots clefs : Sclérose en plaques, Biomarqueurs, Chaines légeres libres, Cytokines



Abstract and keywords

Multiple sclerosis (MS) is one of the most common central nervous system (CNS)
inflammatory and demyelinating disease worldwide, and is the main cause of
non-traumatic disability in young adults. Multiple sclerosis prognosis improved
during the past 20-years because of treatments development and efficacy and
the successive revisions of MS diagnostic criteria that allow to diagnose MS
sooner, thanks to their high sensitivity. Nonetheless, the gain in sensitivity in MS
diagnostic criteria leads to a loss of specificity increasing the risk of misdiagnosis.
We lack sensitive and specific biomarkers that could help clinicians to diagnose
MS accurately. Given the pathological processes leading to CNS inflammation in
MS, we aimed to evaluate the diagnostic performances of four cytokines
implicated in different inflammatory mechanisms (IL-1B, soluble IL-2 receptor
(sIL-2R), IL-6, et IL-10) and kappa free light chains (kappa FLC). The performances
of all these biomarkers were compared to those of oligoclonal bands (OCB).

In Nice University Hospital MS tertiary center, we set up a monocentric
prospective cohort (CyBIRD cohort, NCT05056740) that included all adult
patients referred for a clinical or MRI suspicion of MS. Of the 176 included
patients, both the kappa FLC index and the kappa FLC intrathecal fraction (IF)
were able to differentiate MS and non-MS patients (AUC of 0.90 and 0.89
respectively). Cerebrospinal fluid (CSF) IL-6 and slL-2R concentrations favored
non-MS inflammatory CNS disorders (AUC of 0.87 and 0.77 respectively).
According to our optimal threshold, a positive kappa FLC index performed better
than OB for MS diagnosis (AUC 0.82 vs 0.74).

To confirm our results, we conducted, on behalf of the French MS Society, a
multicenter retrospective study where 1,621 patients were included. Based on
this cohort, the kappa FLC index (AUC 0.94) and the kappa FLC IF (0.94) had

similar diagnostic performances (p=.123), higher than the CSF kappa FLC



concentration ones (AUC 0.91, p<.0001). A positive kappa FLC index (threshold
of 8.9) was more sensitive (88% vs 82%) and as specific as OB (89% vs 90%). We
also found that the kappa FLC index value was not influenced by baseline MS
clinical characteristics, by samples or analyzers differences, nor by steroid
exposure at sampling reinforcing its interest as diagnostic biomarker.

Finally, we evaluated whether the baseline value of the kappa FLC index was able
to predict clinical relapses or new MRI lesions during follow-up, in patients
presenting with clinically or radiologically isolated syndromes (CIS and RIS).
Based on the retrospective study of 182 patients (146 CIS and 36 RIS), the kappa
FLC index was able to predict new MRI lesions in CIS (AUC of 0.86 and 0.96 at 12
and 48 months respectively — Hazard ratio of 1.06 [1.04; 1.07], p<.0001), and in
RIS (AUC of 0.84 and 0.64 at 12 and 24 months respectively — Hazard ratio of 1.08
[1.03; 1.13], p=.002), but also clinical relapse in CIS (AUC of 0.75 and 0.87 at 12
and 48 months respectively — Hazard ratio of 1.04 [1.01; 1.07], p=.007).

Our results suggest that a kappa FLC CSF-restricted synthesis (kappa FLC index
or IF) is sensitive and specific for MS diagnosis, and may predict clinical and MRI
disease course in the earliest phases of the disease. Therefore we suggest adding
kappa FLC biomarkers (whether it is kappa FLC index or IF) in the further revisions

of MS diagnostic criteria.

Keywords : Multiple sclerosis, Biomarkers, Kappa free light chains, Cytokines
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l. Introduction

I.1. La sclérose en plagues, généralités

La sclérose en plagues (SEP) est I'une des maladies inflammatoires touchant le
systéme nerveux central (SNC) les plus fréquentes dans les pays développés. Sa
prévalence est estimée a 5000 nouveaux cas par an en France. Elle touche
préférentiellement les femmes d’age jeune (age médian au diagnostic de 30 ans,
sex ratio 3/1). Elle constitue un réel enjeu de santé publique, puisque gu’elle est
la premiere cause de handicap d’origine non traumatique dans les populations
d’adultes jeunes. Son évolution clinique sans traitement est variable et on décrit
classiquement plusieurs formes de la maladie : une forme majoritaire (85% des
patients) se traduisant par des poussées inflammatoires neurologiques focales,
symptomatiques ou non, pouvant parfois laisser des séquelles, et une forme
progressive (15%), entrainant une dégradation lentement progressive du
handicap neurologique. Les deux formes de la maladie ne sont pas exclusives
puisqu’il existe chez certains malades, une activité inflammatoire intermittente
associée a une dégradation neurologique progressive indépendante des
poussées.k? Enfin, il est maintenant clairement admis que la date de début des
symptdmes ne correspond pas a la date du début de la maladie. Cette
affirmation repose sur 2 constats : (i) I'existence de patients présentant toutes
les caractéristiques radiologiques de la maladie sans en avoir les symptomes (i.e.
le syndrome radiologique isolé) et dont le risque de développer une maladie
cliniquement défini est évalué a 35% a 5 ans, et 51% a 10 ans 3® mais aussi (ii)
par la démonstration d’une neuro dégénérescence avec atrophie cérébrale
précoce ou une augmentation des neurofilaments, plusieurs années avant

I'identification des premiers symptémes (Figure 1).”2
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Figure 1. Différents profils évolutifs cliniques de la SEP
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Légende : Les patients ayant une forme avec poussées (ou récurrente-rémittente)
présentent des poussées inflammatoires successives, dont les symptémes régressent
spontanément en quelques semaines, pouvant laisser des séquelles.

Les formes progressives (pouvant étre primaire progressive comme sur la figure ou
secondairement progressive, c’est a dire faisant suite a une forme avec poussées) se
présente sous la forme d’une accumulation lente et non linéaire du handicap neurologique.
Ces profils évolutifs sont actuellement en remembrement pour convenir de formes actives
(par aggravation clinique ou radiologique) ou non actives.>0

Depuis une vingtaine d’années, les efforts scientifiques et médicaux
internationaux ont permis la mise sur le marché de plus d’'une vingtaine de
traitements immuno-actifs. Ces traitements ont permis une réduction

11715 et du handicap neurologique a

importante des poussées inflammatoires
moyen et longs termes. En revanche, la prise en charge thérapeutique des
formes progressives, essentiellement d’origine neurodégénérative, reste encore

un besoin non pourvu.'®

1.2 Evolution des critéres diagnostics

La grande efficacité des traitements a amené a vouloir les introduire le plus t6t

possible, dés la premiére poussée, pour limiter au maximum |'apparition du
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handicap neurologique. Pour cela, les derniéres révisions des criteres
diagnostiques de la maladie ont été simplifiées, en réduisant le nombre de

Iésions radiologiques nécessaires pour remplir le critere de dissémination

17 et

spatiale (DIS), et en intégrant différents biomarqueurs radiologiques
biologiques ¥ permettant d’élargir la définition de dissémination temporelle
(DIT), requise pour affirmer le caractére chronique de I'affection démyélinisante,

indispensable au diagnostic de SEP. 1923

Actuellement, le diagnostic de SEP peut étre retenu deés le premier événement
clinique chez un patient ayant au moins 2 lésions radiologiques inflammatoires
en territoire différent et ayant un biomarqueur remplacant la DIT (tableau 1). Au
cours des 20 dernieres années, le choix des experts internationaux a été de
privilégier des criteres sensibles dans le but de diagnostiquer t6t, au prix de la
spécificité.?*?> La conséquence directe est qu’aujourd’hui, le délai entre les
premiéres manifestations cliniques et le diagnostic de SEP s’est amélioré,?®

passant a un délai inférieur a 1 an en moyenne en France.

Tableau 1. Critéres diagnostics de SEP (McDonald 2017)

Number of lesions with objective clinical evidence Additional data needed for a diagnosis of multiple sclerosis
=2 clinical attacks z2 None*
=2 clinical attacks 1 (as well as clear-cut historical evidence of a previous None*
attack involving a lesion in a distinct anatomical locationt)
=2 clinical attacks 1 Dissemination in space demonstrated by an additional dinical attack
implicating a different CNS site or by MRIf
1 clinical attack 22 Dissemination in time demonstrated by an additional clinical attack or by
MRIS OR demonstration of CSF-specific oligoclonal bands¥
1 clinical attack 1 Dissemination in space demonstrated by an additional dlinical attack
implicating a different CNS site or by MRI
AND

Dissemination in time demonstrated by an additional clinical attack or by
MRI§ OR demonstration of CSF-specific oligoclonal bands

If the 2017 McDonald Criteria are fulfilled and there is no better explanation for the clinical presentation, the diagnosis is multiple sclerosis. If multiple sclerosis is suspected by
virtue of a clinically isolated syndrome but the 2017 McDonald Criteria are not completely met, the diagnosis is possible multiple sclerosis. If another diagnosis arises during the
evaluation that better explains the clinical presentation, the diagnosis is not multiple sclerosis. An attack is defined in panel 1. *No additional tests are required to demonstrate
dissemination in space and time. However, unless MRI is not possible, brain MRI should be obtained in all patients in whom the diagnosis of multiple sclerosis is being
considered. In addition, spinal cord MRI or CSF examination should be considered in patients with insufficient clinical and MRI evidence supporting multiple sclerosis, with a
presentation other than a typical clinically isolated syndrome, or with atypical features. If imaging or other tests (eg, CSF) are undertaken and are negative, caution needs to be
taken before making a diagnosis of multiple sclerosis, and alternative diagnoses should be considered. tClinical diagnosis based on objective dlinical findings for two attacks is
most secure. Reasonable historical evidence for one past attack, in the absence of documented objective neurological findings, can include historical events with symptoms
and evolution characteristic for a previous inflammatory demyelinating attack; at least one attack, however, must be supported by objective findings. In the absence of residual
objective evidence, caution is needed. $The MRI criteria for dissemination in space are described in panel 5. §The MRI criteria for dissemination in time are described in panel 5.
§IThe presence of CSF-specific oligoclonal bands does not demonstrate dissemination in time per se but can substitute for the requirement for demonstration of this measure.

Table: The 2017 McDonald criteria for diagnosis of multiple sclerosis in patients with an attack at onset

D’aprés I'article original de Thompson et al. 2°
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Le diagnostic de SEP peut demeurer difficile a établir. Les raisons a cela sont
multiples : (i) un nombre important d’autres pathologies pouvant se présenter
avec des caractéristiques cliniques et/ou radiologiques similaires a la SEP,? (ii)
une grande hétérogénéité clinico-radiologique allant de formes a- ou pauci-
symptomatiques a des formes agressives pseudo-tumorales, (iii) I'existence
d’évenements cliniques démyélinisants monophasiques (événement post-viral,
encéphalomyélite aigue disséminée) et non récidivants, dont les caractéristiques
clinico-radiologiques sont parfois indissociables d’'un premier événement
clinique de SEP, et (iv) I'absence de biomarqueur suffisamment sensible et
spécifique. Les criteres diagnostiques actuellement en vigueur ont été établis et
validés pour des patients ayant présenté un premier évenement clinique typique
de SEP, et leur application hors de ce contexte n’est pas recommandée car elle

28-30 | Yidentification

représente une source importante d’erreurs diagnostiques.
de biomarqueurs sensibles et spécifiques parait indispensable pour améliorer la

réflexion diagnostique et pronostique des patients atteints de SEP.

[.3. Immunopathologie dans la SEP et potentiels biomarqueurs

Les mécanismes immunologiques aboutissant aux lésions inflammatoires
neurologiques centrales, a la démyélinisation et, in fine, a la perte axonale sont
complexes. Le stimulus aboutissant a I’activation lymphocytaire initiale n’est pas

connu, mais semblerait étre plurifactoriel.

Il existe une susceptibilité génétique a développer la SEP. Les résultats des

études d’agrégation familiale suggerent que la maladie est associée fortement

avec le locus HLA-DRB1*15:01, mais de nombreux autres loci, mineurs,

22



impliquant des genes codant pour des médiateurs immunitaires ont été décrits

via les études GWAS.31-34

Les facteurs de risques environnementaux ont été largement étudiés avec
notamment I'implication des virus du groupe herpes, et en particulier I'Epstein-
Barr virus dont la primo-infection symptomatique serait un facteur de risque

majeur de développer la maladie,3>3° le tabagisme,3” ou encore I'obésité.>®

I.3.a. R6le des cellules T et biomarqgueurs

Suite a ce(s) stimulus, on observe une activation du systéeme immunitaire innée
qui, par la sécrétion de diverses molécules pro-inflammatoires, va activer les
cellules T (LT) CD4+ naives périphériques. Sous I'impulsion de certaines de ces
molécules pro-inflammatoires (i.e. IL-12, TNFa, IL-6, et I'lL-23), une altération de
la balance entre cellules effectrices et régulatrices va se faire via la polarisation
des LT CD4+ vers les voies Thl (INFy+, Tbet+), et Th17 (IL17+, RORy+), avec une
diminution du nombre LT régulateurs (IL10+, FoxP3+).39%! Cette polarisation —
activation LThl et LTh17 entrainerait la production d’autres cytokines pro-
inflammatoires (INFy, IL17, TNFa, GM-CSF), qui induiraient a leur tour une boucle
inflammatoire Thl, activant les LT CD8+ cytotoxiques et les monocytes
macrophages M1 (pro-inflammatoires). Cette activation leucocytaire amenerait

4243 entrainant une

une surexpression a leur surface, de molécule d’adhésion
altération de la barriere hémato-encéphalique, aboutissant a I'envahissement
du SNC par les cellules immunitaires.***¢ Cette hypothése est soutenue par la
présence d’'une quantité importante de LT, et monocytes macrophages dans les
lésions inflammatoires de patients atteints de SEP (Figure 2),*” mais aussi par

I'identification d’une infiltration des follicules méningés par des cellules
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circulantes CXCR5+ CD4+ Thl activées chez des patients atteins de SEP

progressive.*®

La quantification de certaines cytokines pro- ou anti-inflammatoires dans le LCR
semble un outil d’orientation diagnostique intéressant chez les patients suspects
de maladie inflammatoire du SNC. Les données de la littérature montrent que la
quantification des cytokines intrathécales n’apporte pas d’aide, en pratique
clinique, pour favoriser le diagnostic de SEP.**->! Cependant, certaines cytokines
intrathécales permettraient d’orienter le diagnostic vers d’autres pathologies

inflammatoires. Une élévation du récepteur soluble de I'lL-2 semble favoriser le

52-54 t 55

diagnostic de sarcoidose, et celle de I'lL-1B celui de maladie de Behge
L’élévation des cytokines de la voie Th17 est documentée dans les maladies du
spectre NMO et MOG °%%° mais aussi dans les vascularites cérébrales.®! Enfin, le
role diagnostic de I'IL-10 intrathécale dans le lymphome cérébral est maintenant

bien établit.5%°

I.3.b R6le des cellules B et biomargueurs

La participation des cellules B (LB) prend un réle de plus en plus important dans
le processus menant aux lésions inflammatoires neurologiques centrales via
différents mécanismes®® : (i) en agissant comme cellule présentatrice d’antigéne
aux LT,% (ii) via la production de cytokines et chimiokines pro-inflammatoires
(TNFa, IL-6, GMCSF, CXCL-13) participant a I'entretien de I'inflammation,®7° (iii)
en produisant des facteurs solubles toxiques contribuant aux Iésions
oligodendrocytaires et a la perte neuronale, (iv) en contribuant a la formation
d’agrégats lymphoides ectopiques méningés,’>’? (v) en fournissant un réservoir
pour le virus EBV, suspect d’entretenir le mécanisme inflammatoire chez les

patients SEP.”>7* Le réle majeur des LB est renforcé par la haute efficacité des
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traitements ciblant essentiellement les LB — anti-CD-20,1%1%167> mais aussi par la
constatation d’une synthese locale d’'immunoglobulines (Ig) dans le LCR de la
majorité des patients atteints de SEP. Cette synthese locale d’lg est démontrée
par la présence de bandes oligoclonales d’lg surnuméraires dans le LCR (BOC)
chez 85 a 90% des patients.”® Cependant, la présence de BOC ne permet qu’une
appréciation qualitative de cette activité LB et les études histologiques montrent
que le taux de LB méningés est particulierement élevé chez les patients SEP, y
compris lorsque ces derniers sont comparés a d’autres patients ayant des
maladies inflammatoires neurologiques.*’ Ainsi, la quantification de cette

activité LB méningée, pourrait étre un outil diagnostique intéressant.

Figure 2. Histologie des lésions de démyélinisation dans la SEP

€D3/CD20” .
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CD3-positive cells/mm’
g

& & Multiple Inflammatory  Non-inflammatory
. Sclerosis controls controls
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Multiple Inflammatory  Non-inflammatory
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Légende : L'encadré rouge montre I’analyse histologique de la Iésion avec coloration des
lymphocytes T (CD3+) en brun et des lymphocytes B (CD20+) en bleu. Il existe un infiltrat
massif des lésions par les lymphocytes T, et dans une moindre mesure par les lymphocytes
B, qui sont de disposition péri-vasculaire. La comparaison du nombre de LT et LB intra-
lésionnels est plus élevée chez les patients SEP que les patients avec d’autres maladies du
SNC et les contréles.?
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I.4. Les chaines légeres libres

Une immunoglobuline entiére est constituée de deux chaines lourdes (IgG, IgA,
IgM, 1gD ou IgE) et de deux chaines légeres (kappa ou lambda) identiques,
comportant une région variable et une région constante (Figure 3). Les chaines
lourdes et légeres des Ig entieres sont synthétisées de facon asynchrone et
assemblées dans les LB avec une production de chaines légeres 10 a 40%
supérieure a celle des chaines lourdes.”” Cet excés de production est excrétée
sous forme libre (CLL) dans les liquides biologiques par les plasmocytes.”® La
concentration des CLL ne dépend que de 2 variables, la quantité produite par les
LB activés et de la clairance rénale. Ainsi, en I'absence d’insuffisance rénale, leur

guantification constitue un reflet indirect de la synthese d’Ig par les LB.

Le dosage de CLL est disponible depuis 2001 7 et a d’abord été utilisé en
hématologie pour les pathologies plasmocytaires clonales (myélome multiple) et
I’amylose AL.8%%1 Leur dosage se fait grace a I'utilisation d’anticorps polyclonaux
conjugués a des particules de latex, réagissant avec des épitopes cryptiques des
chaines légeres, accessibles uniguement lorsque celles-ci sont sous forme libre,
réduisant le risque de réactivité croisée avec les chaines légeres liées aux chaines
lourdes. Leur dosage est automatisé, utilisant des techniques de néphélémeétrie
ou turbidimétrie permettant un rendu de résultat en 30mn. Cette technique a
donc supplanté les techniques d’électrophorese et d’'immunofixation puisque
plus économique, rapide, et permettant une mesure quantitative de la synthese

d’lg.
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Figure 3. Schéma montrant la constitution d’une immunoglobuline entiére et
sites de fixation des antisera
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Dans la SEP, la production en exces de CLL dans le LCR est connue depuis les
années 1980, démontrée par des méthodes qualitatives.®? Ce n’est que depuis
quelques années que la communauté scientifique et médicale s’intéresse a la
qguantification des CLL dans le LCR. Plusieurs techniques ont été proposées pour
prouver la présence d’'une synthése intrathécale de CLL: (i) utiliser la
concentration brute de CLL dans le LCR, (ii) le calcul du quotient de CLL qui
consiste a pondérer la concentration de CLL du LCR par celle du sérum, (iii) le
calcul d’'un index de CLL visant a pondérer le quotient de CLL par le quotient
albumine ce qui permet de tenir compte du transsudat naturel des CLL a travers

la barriere hémato-méningée.
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En 2019, I'’équipe d’Hansotto Reiber, suite a I'étude du sérum et du LCR de 400
sujets sains, a introduit la notion que la variation du quotient de CLL en fonction
du quotient albumine se faisait de maniére non linéaire (modele hyperbolique,
figure 4). Ce résultat laissait suggérer que, pour des valeurs élevées de quotient
albumine, la valeur de I'index kappa serait sous-estimée.®® En modélisant la
courbe gu’il a obtenu, il a pu établir un modele mathématique évaluant la valeur
maximale théorique du quotient de CLL des sujets sains (QcLL (lim)) pour chaque
valeur de quotient albumine. Ainsi, il suggere qu’une synthese intrathécale de
CLL ne peut étre prouvée que si le quotient de CLL d’un patient est supérieur au
quotient de CLL maximal théorique des sujets sains (QcLL patient > QctL (lim))
(Figure 4). A partir de |a, I'exces de CLL dans LCR est quantifiable par le calcul de

la fraction intrathécale (Fl) de CLL via la formule :

FI CLL (%) = [CLL (loc) / CLL LCR (mg/L)] x 100 avec
CLL (loc) = [Qctt / QctL (lim)] x CLL sérum (mg/L), avec
QcLL kappa (lim) = 3.27 (Quotient Albumine? + 33)%° - 8.2 (103)

|.5. Objectifs de la these

Compte tenu des meécanismes physiopathologiques impliqués dans le
déclenchement de la SEP, et du rble important de diverses cytokines pro-
inflammatoires et des lymphocytes B activés méningés, nous avons émis
I’hypothese que certains biomarqueurs immunologiques permettraient d’aider
a la réflexion diagnostique et pronostique chez les patients suspects de SEP. Pour
répondre a cette hypothése, nous avons mené 3 études successives (dont les

articles sont fournis en annexe) dont les objectifs étaient les suivants :
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Le premier objectif de cette thése était d’évaluer la capacité de différents
biomarqueurs a identifier, au sein d’'une cohorte de patient adressés pour un
bilan d’hypersignaux de la substance blanche, les patients SEP. Les biomarqueurs

a ’étude étaient :

- un panel de 4 cytokines intrathécales impliquées dans divers mécanismes
inflammatoires et dont leur concentration est connue pour étre élevée dans
certains pathologies inflammatoires qui peuvent mimer la SEP, tant sur le plan
clinique que radiologique (i.e. Neuromyélite optique, maladie du spectre des
anti-MOG, sarcoidose ou encore maladie de Behget). Les cytokines étudiées sont

I"IL-1B,>° le récepteur soluble de I'IL-2 (sIL-2R),>2>4 I'|L-6,°7>984786 ot || L-10.6263.6>

- les CLL kappa et lambda sériques et intrathécales.

Ce premier travail ayant permis d’identifier que les CLL kappa était le principal
biomarqueur d’intérét, le deuxieme objectif de la these était d’évaluer la
capacité des CLL kappa a identifier les patients SEP a grande échelle via une
étude de cohorte multicentrique. Enfin, le troisieme objectif était d’évaluer la
capacité des CLL kappa a prédire I’évolution clinique et radiologique des patients
présentant un premier événement démyélinisant clinique ou un syndrome

radiologique isolé (tous deux étant des phases précoces de la SEP).
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Figure 4. Schématisation de la modélisation d’une synthese locale de CLL selon
Reiber (modele hyperbolique)

2,000

FLC-K quotient, QKappa (x10?)

5004

200+

1004

501

201

10

. = A
. . ° o OA : /'/:/
Q-patient > Q-lim o Q-patient < Q-lim
Index kappa + _~~ @ Index kappa +
Présence SIT CLL 7 SIT?
A
A B2
et (Y — Q-Lim
Q-patient < Q-lim Q-mean
Index kappa - Q-low
Pas SIT CLL
1 2 5 10 20 50 100

Albumin quotient, QAIb (x10°)

Légende : Les courbes verte et noire représentent les limites inférieure et supérieure de la
variation normale (sujets sains) du quotient de CLL kappa en fonction du quotient albumine.
La ligne orange en pointillé schématise la valeur de I'index kappa (valeur constante, modeéle
linéaire). Le point bleu représente la valeur d’'un quotient de CLL d’un patient. Ce dernier est
au-dessus de la courbe noire (Q-lim) ce qui signifie que ce patient présente une synthese locale
de CLL. A l'inverse, le point rouge représente le quotient de CLL d’un patient qui se situe en
dessous de la courbe noire. Ce patient n’a pas de synthese locale de CLL. Le point violet
correspond a la situation ou le patient ne présente pas de synthese locale de CLL selon le
modeéle de Reiber mais un index de CLL positif (suggérant I'existence d’une synthése locale de

CLL).83
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ll. Identification d’un biomarqueur
immunologique d’intérét

I1.1. Constitution de la cohorte CyBIRD : méthodologie

Pour répondre au premier objectif, nous avons constitué une cohorte
prospective et monocentrique de patients adressés au Centre de Ressource et
Compétence — Sclérose En Plagues (CRC-SEP) du Centre Hospitalier Universitaire
de Nice (CHUN), a partir du 01/06/2020 : la cohorte CyBIRD (Cytokines and Brain
Inflammatory Related Disorders) enregistrée selon I'identifiant NCT05056740

dans ClinicalTrials.gov.

[1.1.a Criteres d’inclusion et d’exclusion dans la cohorte CyBIRD

Tout patient agé de 18 ans ou plus, adressé au CRC-SEP du CHUN pour la
réalisation d’un bilan standardisé d’hypersignaux de la substance blanche était

inclus, indépendamment de leurs caractéristiques cliniques ou radiologiques.

Etaient exclus, les patients qui :

- Ne présentaient pas d’hypersignaux de la substance blanche sur les séquences
T2 — FLAIR de I'IRM cérébrale.

- Refusaient ou avaient une contre-indication a la réalisation de la ponction
lombaire (i.e. traitement anticoagulant en cours ou trouble de I’lhémostase)

- Refusaient la réalisation du bilan sanguin

[1.1.b Dosages des biomarqueurs a I'étude

Apreés information claire, loyale et appropriée ainsi que I'obtention de la non-
opposition a la recherche selon la réglementation en vigueur, les patients étaient

inclus dans la cohorte CyBIRD. La note d’information en rapport avec I'étude a
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été intégrée au manuscrit en annexe. Chaque patient inclus bénéficiait dans le
cadre du soin courant d’un bilan biologique et d’'une ponction lombaire avec
analyses immunologiques (i.e. détermination des facteurs anti-nucléaires ou

recherche de bandes oligoclonales surnuméraires dans le LCR).

Sur les tubes envoyés au laboratoire d'immunologie du CHUN, le dosage des
biomarqueurs a I'étude étaient réalisés sur les reliquats de matériel biologique
de soin courant en utilisant :

- 25 puL de sérum et de LCR pour le dosage des 4 cytokines.

- 300 pL de sérum et de LCR pour le dosage des CLL kappa et lambda.

Le transport des tubes du CRC-SEP au laboratoire d'immunologie du CHUN se
faisait par transport interne et les échantillons étaient recus au laboratoire dans

les 2 heures suivant le prélevement. A I'arrivée des tubes au laboratoire :

- la quantification des CLL sériques et du LCR était réalisée sur prélevement frais,
apres centrifugation, par turbidimétrie, grace a I'antisérum spécifique d’épitope
Freelite® (The Binding Site, Birmingham, UK), sur la machine Optilite® (The
Binding Site, Birmingham, UK). Le dosage de I'albumine sérique et du LCR était

également quantifiée sur le méme automate dans le cadre du soin courant.

- le matériel destiné au dosage des cytokines était congelé a -80°C des son
arrivée au laboratoire. Une fois que les échantillons de 15 patients étaient
recueillis (plaqgue 16 puits, 15 puits patients, 1 puit contréle), ils étaient
décongelés juste avant I'analyse. La quantification des 4 cytokines d’intérét IL-
1B, sIL-2R, I'IL-6, et I'lL-10 était réalisé par technique ELISA microfluidique

nécessitant un mélange de 25 pL d’échantillon homogénéisé et de Buffer dans
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des cartouches Ella (ProteinSimple, Santa Clara, CA, USA) désignées pour la

détection des cytokines a I’étude.

La limite de détection basse des automates des différents biomarqueurs a
I’étude étaient les suivantes :

- 0,33 mg/L pour les CLL kappa.

- 0,74 mg/L pour les CLL lambda

- 0,32 pg/mL pour I'IL-1B

- 6,56 pg/mL pour le sIL-2R

- 0,50 pg/mL pour I'lL-6

- 1,16 pg/mL pour I'lL-10

[1.1.c Quantification d’une synthése intrathécale de chaines légeéres libres

Une fois le dosage des chaines légeres libres et de I'albumine réalisé, une
estimation de la synthése intrathécale de CLL était établie via les calcul de I'index
de CLL (modeéle linéaire) et de la fraction intrathécale (FI) de CLL (modéle

hyperbolique, via les formules suivantes® :

Index (CLL) = Quotient CLL / Quotient albumine avec
Quotient CLL = [CLL LCR (mg/L) / CLL sérum (mg/L)] et
Quotient Albumine = [Albumine LCR (mg/L) / CLL sérum (mg/L)]

FI CLL (%) = [CLL (loc) / CLL LCR (mg/L)] x 100 avec

CLL (loc) = [Quotient CLL / Quotient (lim) CLL] x CLL sérum (mg/L), avec
Quotient (lim) CLL kappa = 3.27 (Quotient Albumine? + 33)%> - 8.2 (1073) et
Quotient (lim) CLL lambda = 3.1276 (Quotient Albumine)-86°0
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[1.1.d Analyse statistique de la cohorte CyBIRD

Nous avons analysé les données des patients inclus dans la cohorte CyBIRD la
premiére année pendant la premiére année de thése, du 01/06/2020 au
01/06/2021. Les variables continues étaient exprimées par leurs médianes et
valeurs interquartiles (IQR) et les variables catégoriques par leurs valeurs et

pourcentages.

Les patients étaient séparés en 3 groupes selon leur diagnostic : (i) un groupe
SEP comprenant les patients dont les caractéristiques cliniques, biologiques, et
radiologiques correspondaient au diagnostic de SEP selon les criteres McDonald
2017,%° de syndrome radiologique isolé (SRI) selon les critéres 2009,® ou de SCI
(syndrome cliniquement isolé) en cas d’événement clinique démyélinisant
typique de SEP mais ne remplissant pas les criteres Mc Donald 2017; (ii) un
groupe Cl (Contrble Inflammatoire) comprenant les patients dont les
caractéristiques correspondaient a une pathologie inflammatoire du SNC mais
ne pouvant étre classée dans le groupe SEP ; (iii) un groupe CNI (Controle Non
Inflammatoire) comprenant les patients dont les caractéristiques ne

permettaient pas de retenir le diagnostic de maladie inflammatoire du SNC.

Les comparaisons de groupes étaient réalisées en utilisant des tests non-
paramétriques : Le test de Mann-Whitney U ou le test Chi? pour la comparaison
de 2 groupes, et le test de Kruskal-Wallis pour la comparaison de plus de 2
groupes. La capacité de prédire le diagnostic de SEP versus groupe contréle de
chaque biomarqueur (IL-1pB, sIL-2R, IL-6, IL-10, CLL kappa et CLL lambda) était
évaluée par le calcul de I'aire sous la courbe ROC (AUC). La capacité de chaque

biomarqueur a prédire le diagnostic de SEP était ensuite évalué par la
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comparaison de leurs AUC respectives par la méthode de DelLong. La valeur de
chaque biomarqueur permettant de prédire le diagnostic de SEP au mieux était
obtenu en maximisant la valeur de I'index de Youden. Selon cette valeur, les
patients étaient classés comme étant positif ou négatif pour ce biomarqueur (i.e
si la valeur de l'index kappa qui permette de prédire le diagnostic de SEP au
mieux est 1, alors les patients dont |la valeur d’index kappa est >1 sont considérés
positifs et les autres négatifs). A partir de 13, le calcul de sensibilité, spécificité et
valeurs prédictives positive ou négative de chaque biomarqueur était réalisé.
Enfin, 'impact de certaines variables démographiques et cliniques sur la valeur
de chaque biomarqueur était étudié en utilisant un modele de régression
linéaire. Pour toutes les analyses statistiques mentionnées, une valeur de p <
0.05 était considérée comme significative. Les analyses statistiques étaient

réalisées via I'application EasyMedStat version 3.14 (easymedstat.com).

11.2. Résultats de cette premiére étude

Sur la premiere année, 217 patients ont été adressés au CRC-SEP pour un bilan
d’hypersignaux de la substance blanche. Parmi ces patients, 41 ont été exclus.
L’analyse de la cohorte CyBIRD a donc porté sur 176 patients, répartis de la
maniere suivante : 88 (50%) dans le groupe SEP dont 58 remplissaient les criteres
McDonald 2017, 8 les critéres RIS 2009, et 22 les critéres de SCI, 35 (20%) dans

le groupe Cl, et 53 (30%) dans le groupe CNI.

Les caractéristiques démographiques, cliniques, radiologiques et biologiques des
groupes sont détaillées dans le tableau 2 et les diagnostics retenus au sein de
chaque groupe dans le tableau 3. Les patients SEP étaient plus jeunes que les
patients Cl (p=.002) et CNI (p=.001). Tous les patients SEP a |’exception des
patients RIS (n=80 (91%)), 22 (63%) patients Cl et aucun patient CNI ont présenté
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un événement clinique démyélinisant. La proportion de patients exposés a un

traitement

immuno-actif

(corticoides,

immunomodulateur,

immunosuppresseur) au moment du recueil des échantillons était comparable

entre chaque groupe. Les patients Cl étaient symptomatiques depuis moins

longtemps que les patients SEP (médiane de 1.3 vs 5.3 mois, p<.001) au moment

du recueil.

Tableau 2. Caractéristiques démographiques, cliniques, radiologiques et
biologiques de la cohorte CyBIRD

Groupe SEP | Groupe Cl SEP vs. Cl Groupe CNI | SEP vs. CNI
n=88 n=35 p-value n=53 P-value
Age, médiane [IQR] 41.6+13.0 | 50.7+17.0 0.002 49,5+ 13.5 0.001
Genre féminin, n (%) 67 (76) 19 (54) 0.028 43 (81) 0.535
Forme clinique, n (%) 80 (91) 22 (63) <0.001 0* (0) <0.001
Névrite optique, n (%) 7 (8) 4(11) 0(0)
Myélite, n (%) 41 (47) 8(23) 0(0)
Fosse postérieure, n (%) 20 (23) 4(11) 0(0)
Autre, n (%) 12 (13) 6 (16) 0(0)
Antécédent de maladie
autoimmune, n (%) 14 (16) 6(17) 1 16 (30) 0.056
Traitement immunoactif en
8(9 5(15 0.349 6 (11 0.773
cours, n (%) (9) (15) (11)
Prise de gadolinium sur I'IRM
initiale, n (%) 28 (33) 21 (60) 0.008 2(4) <0.001
Début des symptomes (mois), 5.3 1.3 12.3
médiane [IQR] 13355 | (0329 | 9% | 38,195 | 1%
Protéinorachie (g/L), médiane 0.33 0.45 0.33
[IQR] [0.27;0.40] | [0.31,0.94] <0.001 [0.26;0.48] 0.667
Céllularité (n/uL), médiane [IQR] 2 [0;5] 2 [0;25] <0.001 01[0;1] 0.015
Quotient Albumine (%), médiane 0.44 0.71 0.47
[IQR] [0.33;0.58] | [0.51;1.45] <0.001 [0.36 ;0.66] 0.308
0.75 0.60 0.56
Index IgG, médi IQR 0.005 <0.001
ndex IgG, mediane [1OR] [0.61;0.99] | [0.50;0.71] [0.50 ;0.61]
CLL kappa sérique (mg/L), 13.8 15.0 13.7
médiane [IQR] [11.7;16.2] | [11.5;19.6] 0.017 [11.2 ;16.8] 0.258
Présence de BOC, n (%) 52 (60) 4(11) <0.001 1(2) <0.001

Légende : BOC : Bandes OligoClonales, Cl : Contréle Inflammatoire, CNI : Contréle Non
Inflammatoire, CLL : Chaines légeres libres, I1gG : Immunoglobuline G, IQR : Interquartile,

SEP : Sclérose En Plagues
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Tableau 3. Diagnostics retenus au sein des groupes

Groupe SEP Groupe CI Groupe CNI
n=88 n=35 n=53
MLT n=4 (11)

Migraine n=13 (25)
Leucopathie vasculaire n=21 (40)
Neuropathie optique n=1 (2)
Myélopathie carentielle n=3 (6)
Atrophie cérébelleuse n=2 (4)
Mécanique n=6 (11)
Autre n=7 (13)

NMO/MOG n=5 (14)
Vascularite n=9 (26)
Lymphome n=3 (9)
Encéphalite Al n=2 (6)
Infection n=2 (6)
Sarcoidose n=2 (6)
Autre n=8 (23)

SEP n=58 (66)
SCl n=22 (25)
SRI n=8 (9)

Diagnostics
finaux

Légende : Al : Autolmmune, Cl : Contréle Inflammatoire, CNI : Contréle Non Inflammatoire,
MLT : Myélite Longitudinale Transverse (double séronégative), MOG : Maladie su spectre des
anti-MOG, NMO : NeuroMyélite Optique, SEP : Sclérose En Plaques répondant aux critéres
McDonald 2017, SCI : Syndréome Clinique Isolé ne répondant pas aux criteres McDonald 2017,
SRI : Syndrome Radiologique Isolé répondant aux critéeres RIS 2009

[1.2.a. Quantification des différents biomarqueurs a I’étude

[1.2.a.1. Les chaines légéres libres kappa

Le taux médian des biomarqueurs de CLL kappa dans le LCR était supérieur dans
le groupe SEP par rapport aux 2 groupes controles (Figure 5) :

- Le taux médian de CLL kappa dans le LCR était de 2.59 mg/L (IQR 9.18)
dans le groupe SEP, 0.16 mgL (IQR 0.06) dans le groupe CNI (p<.001), et 0.43
mg/L (IQR 1.03) dans le groupe Cl (p=.001).

- Le taux médian d’index kappa était de 37.8 (IQR 132.1) dans le groupe
SEP, 2.4 (IQR 1.8) dans le groupe CNI (p<.001), et 4.5 (IQR 7.4) dans le groupe CI
(p<.001).

- Le taux médian de Fl kappa était de 95.1% (IQR 22.1) dans le groupe SEP,
10.1% (IQR 38.1) dans le groupe CNI (p<.001), et 60.2 (IQR 67.0) dans le groupe
Cl (p<.001).
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Au sein du groupe SEP, les patients qui remplissaient les criteres McDonald 2017
et ceux qui remplissaient les criteres RIS 2009 avaient des valeurs de
biomarqueurs de CLL kappa supérieurs aux patients SCI (Figure 6) :

- Le taux médian de CLL kappa dans le LCR était de 3.80 mg/L (IQR 10.10)
chez les patients SEP, 3.40 mg/L (IQR 11.2) chez les patients SRI (p=0.403), et
0.63 mg/L (IQR 1.64) chez les patients SCI (p<.001 pour les 2 comparaisons).

- Le taux médian d’index kappa était de 69.1 (IQR 161.2) chez les patients
SEP, 48.5 (IQR 213.6) chez les patients SRI (p=0.377), et 14.2 (IQR 22.2) chez les
patients SCI (p<.001 pour les 2 comparaisons).

- Le taux médian de Fl kappa était de 96.6% (IQR 11.1) chez les patients
SEP, 94.2% (IQR 73.9) chez les patients SRI (p=0.320), et 75.1% (IQR 87.2) chez

les patients SCI (p<.001 pour les 2 comparaisons).

Figure 5. Quantification des biomarqueurs de chaines légeéres libres kappa et
leur comparaison entre les groupes
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Légende : CLL : Chaines légeéres libres, Cl : Contréle Inflammatoire, CNI : Controle Non
Inflammatoire, Fl : Fraction Intrathécale, SEP : Sclérose En Plaques.
* signifie p-value < 0.05, ** signifie p-value < 0.01, *** signifie p-value < 0.001.
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Figure 6. Quantification des biomarqueurs de chaines légéres libres kappa et
leur comparaison au sein du groupe SEP
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Légende : Légende : CLL : Chaines légeres libres, Fl : Fraction Intrathécale, SCI : Syndrome
Clinique Isolé, SEP : Sclérose En Plaques, SRI : Syndrome Radiologique Isolé
* signifie p-value < 0.05, ** signifie p-value < 0.01, *** signifie p-value < 0.001.

[1.2.a.2. Les cytokines intrathécales

Le taux d’IL-1B et d’IL-10 dans le LCR était en dessous de la limite de détection
basse de I'automate chez 68 et 67% des patients, respectivement. Les valeurs
médianes d’IL-1B dans le LCR était de 0.16 pg/mL dans chaque groupe. La valeur
médiane d’IL-10 était supérieure dans le groupe Cl (1.4 pg/mL (IQR 4.0)) par
rapport aux groupes SEP (0.6 pg/mL (IQR 0.7)) et CNI (0.6 pg/mL (IQR 0.1)),
p<.001 et p=.002 respectivement.

Le taux médian de sIL-2R (Figure 7) était supérieur dans le groupe Cl (45.9 pg/mL
(IQR 65.8)) par rapport a celui des groupes SEP (19.4 pg/mL (IQR 12.1)) et CNI
(15.7 pg/mL (IQR 8.6)), p<.001 pour les 2 comparaisons.
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Le taux médian d’IL-6 (Figure 7) était supérieur dans le groupe Cl (13.6 pg/mL

(IQR 48.9)) par rapport a celui des groupes SEP (3.0 pg/mL (IQR 1.7)) et CNI (2.7

pg/mL (IQR 2.1)), p<.001 pour les 2 comparaisons.

Figure 7. Quantification des cytokines intrathécales et leur comparaison entre
les groupes
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Légende : Cl : Controle Inflammatoire, CNI : Contréle Non Inflammatoire, IL-6 : Interleukine
6, IL-10 : Interleukine 10, LCR : Liquide Céphalo-Rachidien, sIL-2R : Récepteur soluble de

I'interleukine 2, SEP : Sclérose En Plaques.

* signifie p-value < 0.05, ** signifie p-value < 0.01, *** signifie p-value < 0.001.

[1.2.b. Capacité de chaque biomargueur a prédire le diagnostic de SEP

La capacité de chaque biomarqueur (a I'exception de I'lL-1B, dont les données

n’étaient pas exploitables) a identifier le groupe SEP a été évalué par courbes

ROC, dans 2 situations : capacité a séparer le groupe SEP du groupe Cl, et le

groupe SEP du groupe CNI. Le tableau 4 résume les résultats des différentes

courbes ROC et des valeurs seuils obtenues en maximisant I'index de Youden.
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[1.2.b. Capacité de chaque biomargueur a prédire le diagnostic de SEP

La capacité de chaque biomarqueur (a I'exception de I'lL-1B, dont les données
n’étaient pas exploitables) a identifier le groupe SEP a été évalué par courbes
ROC, dans 2 situations :

- capacité a séparer le groupe SEP du groupe ClI

- capacité a séparer le groupe SEP du groupe CNI

Le tableau 4 résume les résultats des différentes courbes ROC et des valeurs

seuils obtenues en maximisant I'index de Youden.

Tableau 4. Capacité de chaque biomarqueur a identifier le groupe SEP
comparé aux différents groupes controles

SEP vs. CNI SEP vs. Cl
n=141 n=123
AUC (%) 95%IC Valeur AUC (%) 95%IC Valeur
Index kappa 90.0 [84.9 ;95.2] 8.4 82.3 [74.6 ;90.0] 13.1
Fl kappa 88.7 [83.0,;94.3] 73.1 74.5°¢ [65.2;83.8] 82.8
sIL-2R 59.6° [50.1;69.0] 21.5 77.0¢ [65.6;88.5] 41.5
IL-6 56.9° [46.7 ;67.1] 2.0 87.4¢ [79.8 ;95.0] 4.1
IL-10 62.7° [56.5 ;68.8] 1.2 68.0 [56.6;79.4] 2.4

Légende : Cl : Controle Inflammatoire, CNI : Contréle Non Inflammatoire, Fl : Fraction
Intrathécale, IC : Intervalle de Confiance, IL-6 : Interleukine 6, IL-10 : Interleukine 10, sIL-2R :
Récepteur soluble de I'interleukine 2, SEP : Sclérose En Plaques.
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L'index kappa (AUC = 0.90 [0.85 ;0.95]) et la FI kappa (AUC = 0.89 [83.0;94.3])
permettaient de séparer le groupe SEP du groupe CNI avec de bonnes
performances. Il n’y avait pas de différence statistiquement significative d’AUC
entre I'index et la Fl kappa (p=0.404). Les valeurs seuils d’'index kappa et de Fl
kappa permettant de séparer au mieux les 2 groupes étaient 8.4 et 73%
respectivement. En revanche, les performances des cytokines intrathécales
étaient inférieures a celles des CLL kappa : sIL-2R (AUC = 0.60 [0.50 ;0.69]), IL-6
(AUC = 0.57 [0.47 ;0.67]), et IL-10 (AUC = 0.63 [0.57 ;0.69]), p<.001 pour toutes

les comparaisons d’AUC entre cytokine et index ou Fl kappa.

En revanche, I'lL-6 et le sIL-2R permettaient de séparer le groupe SEP du groupe
Cl avec de bonnes performances : AUC =0.77 [0.66 ;0.89] pour le sIL-2R, et AUC
= 0.87 [0.80;0.95] pour I'lL-6. Il n’y avait pas de différence statistiguement
significative d’AUC entre ces 2 cytokines (p=0.119). Les valeurs seuils du slIL-2R
et de I'lL-6 permettant de séparer au mieux les 2 groupes étaient 41.5 pg/mL et
4.1 pg/mL respectivement. La capacité de I'lL-10 a séparer les groupes SEP et Cl
restait médiocre avec une AUC de 0.68 [0.57 ;0.79], inférieure a celle de I'lL-6
(p =0.007). Les CLL kappa gardaient de bonnes performances pour séparer le
groupe SEP du groupe Cl puisque I’AUC de I'index kappa était a 0.82 [74.6 ;90.0],
statistiguement non différente de celles de I'lL-6 (p=0.436), et du sIL-2R
(p=0.358). La valeur seuil d'index kappa pour séparer les groupes SEP et Cl était

13.1, plus élevée que celle permettant de séparer le groupe SEP du groupe CNI.

42



[1.2.c. Calcul des sensibilités et spécificités de chague biomarqueur

Le calcul des performances diagnostiques (sensibilité, spécificité et valeurs
prédictives) étaient déterminées a partir des valeurs seuils obtenues via I'index
de Youden. Chaque patient était classé positif ou négatif pour chaque

biomarqueur et pour les BOC.

[1.2.c.1. Séparation des groupes SEP et CNI

Les performances des cytokines intrathécales pour différencier le groupe SEP du
groupe CNI étant faible, leur analyse n’est pas détaillée dans cette these

(information disponible en annexe, article 1).

Un index kappa positif (> 8.4) permettait de séparer le groupe SEP du groupe CNI
avec plus de précision que la présence de BOC (0.82 vs. 0.74). Cela se traduisait
par un gain de sensibilité (0.76 vs 0.59) avec, en contrepartie, une perte de

spécificité (0.91 vs. 0.98) — tableau 5.

Tableau 5. Performances diagnostiques de I'index kappa et des BOC pour

séparer les groupe SEP et CNI

Sensibilité (%) Spécificité (%) VPP (%) VPN (%) Précision (%)

BOC 59.1 98.1 98.1 59.1 73.8
[48.1;69.5] [89.9;99.9] [88.1;99.7] [52.8 ;65.1] [65.7 ;80.8]

Index kappa > 8.4 76.1 90.6 93.1 69.6 81.6
ppa >¢. [65.9 ;84.6] [79.3;96.9] [85.2 ;96.9] [60.9 ;77.0] [74.2 ;87.6]
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[1.2.c.2. Séparation des groupes SEP et Cl

Un index kappa positif (> 13.1), un taux de slL-2R négatif, et un taux d’IL-6

négatif, permettaient de séparer les groupes SEP et Cl avec plus de précision

(0.74, 0.85, et 0.78 respectivement) que la présence de BOC (0.67). La présence

de BOC et un taux bas d’IL-6 étaient les 2 variables permettant de séparer les 2

groupes avec le plus de spécificité (0.88), alors qu’un taux bas de sIL-2R était le

biomarqgueur le plus sensible (0.96). L’association de différents biomarqueurs

(i.e. index kappa positif et taux d’IL-6 bas) permettait d’accroitre la spécificité

pour le diagnostic de SEP, mais au prix d’'une moins bonne précision

diagnostique. Tous les résultats figurent dans le tableau 6.

Tableau 6. Performances diagnostiques de I'index kappa, du sIL-2R, et de

I'IL-6 pour séparer les groupe SEP et Cl

Sensibilité (%) Spécificité (%) VPP (%) VPN (%) Précision (%)

s0c 59.1 87.9 92.9 44.6 66.9
[48.1 :69.5] [71.8 ;96.6] [83.6 :97.1] [37.8:51.6] [57.8:75.2]

ndex kanoa > 13.1 72.7 75.8 88.9 51.0 73.6
PP ' [62.2 :81.7] [57.7 :88.9] [81.2 :93.7] [41.3 :60.7] [64.8 :81.2]

95.5 57.6 85.7 82.6 85.1
sIL-2R <41.5 88.8 :98.7] (39.2 :74.5] (80.1 :90.0] [63.6 :92.8] [77.5 :90.9]

Le<a1 73.9 87.9 94.2 55.8 77.7
' [63.4 :82.7] [71.8 ;96.6] [86.5 :97.6] [46.5 ;64.7] [69.2 ;84.8]

SIL-2R < 41.5 & 71.6 93.9 96.9 55.4 77.7
IL-6 < 4.1 [61.0 :80.7] [79.8 :99.3] [89.1:99.2] [46.8 :63.6] [69.2 :84.8]

g“:ﬁ’f 5:2"2;513 1 52.3 100.0 100.0 44.0 65.3
S [41.4 :63.0] [89.4 :100.0] -] [38.7 :49.4] [56.1:73.7]

Légende : BOC : Bandes oligoclonales, VPP : Valeur prédictive positive, VPN : Valeur
prédictive négative

44




1.2.d. Evaluation des facteurs influencant les CLL kappa, sIL-2R et IL-6

Afin de s’assurer que nos résultats soient robustes, nous avons évaluer si

certaines variables démographiques ou cliniques pouvaient indépendamment

modifier la valeur du taux de CLL kappa, sIL-2R, et IL-6 dans le LCR.

Pour cela, un modele multivarié de régression linéaire incluant I’age, le sexe, la

durée entre les symptomes et le recueil des échantillons, la présence d’un

traitement immunoactif au recueil, et le groupe diagnostic, a été réalisé pour

chacun des 3 biomarqueurs. Les résultats des modeéles sont résumés dans le

tableau 7.

Tableau 7. Variables démographiques et cliniques pouvant indépendamment
influencer les valeurs d’index kappa, de sIL-2R et d’IL-6

CLL kappa LCR sIL-2R LCR IL-6 LCR
n=176 n=176 n=176
Coefficient B value Coefficient value Coefficient value

[IQR] P [IQR] P [IQR] P
Age (annees) 0.024 0.316 -0.071
ng,‘:feﬁfa“tfocfzzule :0.035;0.083] | ***% | Lo625;1.260] | %% | [-1.100:0953 | 08
Sexe 0.24 -7.76 40.53
Reference: femme [-2.07 ;2.54] 0.840 [-34.23;18.72] 0.564 [-3.61 ;84.66] 0.072
Durée de la
maladie (mois -0.04 -0.20 -0.42
Risque potEr chaq)ue [-0.08 ;0.01] 0.093 [-0.48 ;0.08] 0.163 [-0.97 ;0.12] 0.126
augmentation de 1
Traitement. 0.11 11.52 45.32
immunoactif (1.7151.92] | 999 | [2459.47.63) | 030 | [266:117.23) | O21°
Reference: oui
Groupe
diagnostic
Reference : SEP -5.53 <0.001 -7.24 0.146 -0.823 0.896

[-7.53;-3.54] [-17.04 ;2.55] [-13.23;11.59]

CNI

-4.82 0.001 60.55 0.018 93.56 0.003
Cl [-7.66 ;-1.98] [10.58 ;110.52] [33.29;153.83]

Légende : Cl: Contréle Inflammatoire, CLL: Chaines légéres libres, CNI: Contréle Non

Inflammatoire, IL-6 : Interleukine 6, IQR : Interquartile range, LCR : Liquide Céphalo-Rachidien,

SEP : Sclérose En Plaques, slL-2R : Récepteur soluble de I'interleukine 2
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Ni I’age, ni le sexe, ni le temps entre les premiers symptomes et le recueil, ni la
prise de traitement immunoactif au recueil ne semblait influencer les valeurs de
CLL kappa, slIL-2R, et IL-6 dans le LCR. La seule variable associée a une élévation
du taux de CLL kappa dans le LCR est le diagnostic de SEP (p<.001), et la seule
variable associée a une élévation du taux de sIL-2R et du taux d’IL-6 dans le LCR
est le diagnostic d’'une maladie inflammatoire non SEP (p=0.018 et p=0.003

respectivement).

I1.3. Discussion de cette premiére étude

Ce premier travail, bien que monocentrique, a été réalisé prospectivement sur
un nombre non négligeable de patients adressés pour un bilan d’hypersignaux
de la substance blanche. Nos résultats suggerent que I'élévation des CLL kappa
(via le calcul de I'index et de la fraction intrathécale) favorise le diagnostic de SEP
avec une bonne sensibilité et spécificité, quelle que soit la population contréle
choisie. De plus, il semblerait que l'index kappa ait des performances
diagnostiques légérement supérieures a celle des BOC (précision diagnostique
de 82% vs 74% pour séparer les groupes SEP et CNI, et 74% vs 67% pour séparer
les groupes SEP et Cl), tout en apportant une quantification de I'activité
lymphocytaire B dans le LCR, ce que les BOC ne permettent pas de faire. Dans
cette étude, les performances diagnostiques de CLL kappa ont pu étre sous-
estimées puisque le groupe SEP comprenaient 25% de patients avec un SCI, dont
I’évolution clinico-radiologique n’était pas connue. D’ailleurs, I'analyse en sous-
groupe montrait que les patients SCI avaient, en médiane, une valeur de CLL
kappa inférieure aux patients SEP et SRI. Cet élément a contribué a la réalisation
du second a travail, visant a évaluer a grande échelle, les performances

diagnostiques des CLL kappa versus BOC chez les patients SEP remplissant les
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criteres McDonald 2017. Ce travail constitue la seconde partie de cette théese,
détaillée dans le chapitre lll.

Enfin, nos résultats suggerent que les taux d’IL-1B, de sIL-2R, d’IL-6, et d’IL-10
dans le LCR ne permettent de pas de favoriser le diagnostic de SEP. Des taux bas
de chaque cytokine était noté chez la plupart des patients des groupes SEP et
CNI. En revanche, I'élévation dans le LCR du sIL-2R et/ou de I'lL-6 semble
constituer un drapeau rouge au diagnostic de SEP, puisque favoriserait un
diagnostic de maladie inflammatoire du SNC non SEP (i.e. MOGAD, NMO,
autre... etc). Compte tenu de I'hétérogénéité du groupe Cl, il ne nous a pas été
possible d’identifier des sous-groupes de patients pour lesquels ces cytokines
auraient un intérét diagnostic. En revanche, la littérature semble indiquer que le
taux d’IL-6 dans le LCR aurait un intérét chez les patients ayant des
neuromyélites optiques (NMO),>%8>8 ou des maladies du spectre des anticorps
anti-MOG (MOGAD)®8 — et le taux de sIL-2R dans le LCR dans les maladies
granulomateuses touchant le SNC 2% ou le lymphome cérébral.®? Dans cette
cohorte, un taux de slIL-2R dans le LCR > 41.5 pg/mL, était la variable ayant la
valeur prédictive positive la plus élevée pour le diagnostic de maladie

inflammatoire non SEP.

Nos résultats sont cohérents avec les données publiées jusqu’en 2021 (date a
laguelle ce travail s’est terminé). En effet, plusieurs études, américaines et

993 ont montré la capacité des CLL kappa a diagnostiquer les

européennes
patients SEP, en les comparant a diverses populations contrbles. L'étude
américaine,® a montré qu’un taux de CLL kappa LCR > 0.1 mg/L permettait de
séparer les patients SEP d’'une population hétérogéne de patients controles,
apres validation sur une cohorte prospective indépendante, avec une sensibilité

de 79% et une spécificité de 87%, similaire a celle des BOC. Malheureusement,
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I’estimation d’une synthese intrathécale de CLL kappa, via le calcul de I'index
kappa ou de la Fl kappa, n’a été évaluée dans cette étude.®* La plus large étude
européenne % a montré sur une série rétrospective de 745 patients, que la
positivité de I'index kappa (basé sur une valeur seuil de 6.6) permettait de
séparer les patients SCI/SEP des patients contréles avec une sensibilité de 88%,
et une spécificité de 83%. Comparativement aux BOC (sensibilité de 82% et
spécificité de 92%), la positivité de I'index kappa était plus sensible mais moins

spécifique que la présence de BOC.

Toutes ces études tendent a confirmer I'intérét a 'utilisation des CLL kappa dans
la démarche diagnostique face a des patients suspects de SEP. En revanche,
aucune étude n’a comparé l'efficacité des différentes mesures de synthése
intrathécales de CLL kappa (faut-il utiliser I'index kappa ? la Fl kappa ?), et il
n’existe actuellement aucun seuil consensuel qui permette d’établir la présence
d’une synthese spécifique de CLL kappa.

Ce travail (disponible a la fin de la thése, Annexe 2) a été publié dans le journal

Frontiers in Immunology (Rang B, IF 8.7).
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Points clés de la premiéere étude

e Dans un bilan d’hypersignaux de la substance blanche, un index kappa
positif favorise le diagnostic de SEP avec une bonne sensibilité et
spécificité

e Dans cette indication, l'index kappa semble avoir de meilleures
performances diagnostiques que les BOC

e Une élévation des concentrations d’IL-6 et/ou de sIL-2R dans le LCR est
en faveur du diagnostic de maladie inflammatoire du SNC non SEP

e Une concentration normale d’IL-6 et/ou de sIL-2R dans le LCR, n’est pas

en faveur du diagnostic de SEP

49



l1l. Evaluation des différentes mesures de
chaines légeres libres pour le diagnostic de
SEP

En I'absence de données claires sur I'outil a utiliser en pratique clinique pour
estimer une synthese intrathécale de CLL kappa, et en l'absence de seuil
consensuel permettant d’estimer la présence de cette derniere, nous avons
mené un travail rétrospectif multicentrique francais tentant de répondre a ces 2
guestions.

Grace a la Société Francophone de la Sclérose En Plaques (SFSEP), un appel a
observation a été lancé auprés des CRC-SEP francais ayant des données sur la
qguantification des CLL kappa dans les maladies neurologiques centrales.
L’'objectif principal de cette seconde étude était de comparer la capacité
diagnostique de différents outils mesurant [|'activité lymphocytaire B
intrathécale, et de les comparer : le taux de CLL kappa et lambda, le taux d’index

kappa et lambda, la Fl de CLL kappa et lambda, et les BOC.

I1l.1. Méthodologie de cette étude SFSEP nationale multicentrique

[11.1.a. Population de I'étude

Tout patient majeur, ayant bénéficié d’un bilan diagnostic de soin courant pour
une suspicion de maladie du SNC (inflammatoire ou non), et ayant eu une
qguantification des CLL kappa et d’albumine dans le sérum et le LCR, ainsi que la
recherche de BOC par technique d’iso-focalisation était éligible a I’étude.

Les patients éligibles qui avaient (i) une maladie neurologique périphérique
isolée, (ii) une maladie infectieuse ou (iii) une maladie tumorale du SNC étaient

exclus dans le but de constituer une cohorte de patients controles
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inflammatoires n’incluant que des patients avec une pathologies auto-immune
du SNC.

Les patients éligibles qui avaient (i) une maladie rénale chronique sévére (débit
de filtration glomérulaire < 30 ml/mn) ou (ii) une gammapathie monoclonale a
I'iso-focalisation étaient également exclus pour favoriser l'interprétation d’'une
élévation de CLL.

Une fois inclus, les patients étaient séparés en 2 groupes : un groupe SCI/SEP et
un groupe controle. Des sous-groupes étaient constituer pour diverses analyses
statistiques : le groupe SCI/SEP regroupait les sous-groupes SCI et SEP, et le
groupe contréle regroupait les sous-groupes Cl (Contrdles Inflammatoires) et
CNI (Contrbles Non Inflammatoires). Pour étre inclus dans le groupe SEP, les
patients devaient remplir les critéres diagnostics McDonald 2017.%3

L’étude a recu I'approbation du CHUN et a été enregistrée sur ClinicalTrials.gov

sous le numéro NCT05088473.

[11.1.b Données collectées auprés des CRC-SEP

Pour étre inclus, chaque dossier devait comporter :

- les données démographiques suivantes : age et sexe

- les données cliniques suivantes : le diagnostic et la présence d’un traitement
immuno-actif (et son nom) dans les 30 jours précédant le recueil

- les données biologiques suivantes : le taux de CLL kappa et d’albumine dans le
sérum et le LCR, la présence ou I’'absence de BOC, 'automate et le kit utilisé pour
doser les CLL et I'albumine, le type d’échantillon utilisé pour quantifier les CLL
(échantillon frais ou décongelé), le taux de protéinorachie, d’'index IgG et la

cellularité du LCR.
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Pour les patients du groupe SCI/SEP, I'activité de la maladie au recueil était
demandée. Une maladie active correspondait, dans cette étude, a la présence
de symptomes spécifiques et/ou d’une prise de contraste a I'IRM cérébrale
injectée dans les 30 jours précédant le recueil. Enfin, le phénotype de SEP (i.e.
récurrente, primaire ou secondairement progressive) et le type d’événement

clinique démyélinisant ayant conduit au diagnostic de SEP étaient recueillis.

Enfin, les données sur la quantification des CLL lambda dans le sérum et le LCR

étaient recueillies selon leur réalisation dans les différents centres participatifs.

[11.1.c. Estimation d’une synthése intrathécale de CLL

Une fois les données de CLL kappa (+/- lambda) recueillies, la synthese spécifique

de CLL était déterminée via différentes méthodes :

Le modele linéaire calculant I'index kappa (+/-lambda) via la formule :
Index (CLL) = Quotient CLL / Quotient albumine avec

Quotient CLL = [CLL LCR (mg/L) / CLL sérum (mg/L)] et

Quotient Albumine = [Albumine LCR (mg/L) / CLL sérum (mg/L)]

Le modele hyperbolique calculant la fraction intrathécale de CLL kappa (+/-
lambda) via les formules83-88:

FI CLL (%) = [CLL (loc) / CLL LCR (mg/L)] x 100 avec

CLL (loc) = [Quotient CLL / Quotient (lim) CLL] x CLL sérum (mg/L), avec
Quotient (lim) CLL kappa = 3.27 (Quotient Albumine? + 33)%> - 8.2 (1073), et

Quotient (lim) CLL lambda = 3.1276 (Quotient Albumine)®8°>°
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Lorsque les valeurs de CLL dans le LCR étaient inférieures au seuil de détection
basse de I'automate, une valeur commune et arbitraire leur été attribuée. Cette
valeur correspondait a la limite de détection de I'automate divisé par 2 (i.e. Si la
limite de détection de I'automate était de 0.33 mg/L, la valeur attribuée aux

échantillons infra-seuil était de 0.17 mg/L).

[11.1.d. Analyse statistique de I’étude SFSEP

Les variables continues étaient exprimées par leurs moyennes et déviations
standards (DS) ou leurs médianes et valeurs interquartiles (IQR) selon leur
distribution. Les variables catégoriques étaient exprimées par leurs valeurs et
pourcentages. La distribution des données était évaluée par le test de Shapiro-
Wilk.

Les comparaisons de groupes étaient réalisées en utilisant les tests de Wilcoxon-
Mann-Whitney ou le Student t-test selon la distribution des données. Pour la
comparaison de 2 groupes, le test de Kruskal-Wallis était utilisé. La comparaison
de variables catégoriques était faite via le test du Chi2 ou le test de Fischer.

La capacité de chaque biomarqueur a prédire le diagnostic de SCI/SEP ou SEP
était ensuite évalué par courbe ROC permettant de déterminer les aires sous la
courbe (AUC) et leurs intervalles de confiance a 95% (95IC). La comparaison des
AUC par la méthode de DeLong permettait de comparer la capacité diagnostique
de chaque biomarqueur. La valeur de chaque biomarqueur permettant de
prédire le diagnostic de SCI/SEP ou SEP au mieux était obtenu en maximisant la
valeur de l'index de Youden. Selon cette valeur, les patients étaient classés
comme étant positifs ou négatifs pour chaque biomarqueur ce qui permettait de
calculer les sensibilité, spécificité et valeurs prédictives positive ou négative. Le

test de McNemar permettait de comparer la sensibilité et spécificité de 2
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biomarqueurs, et la comparaison des valeurs prédictives utilisait la méthode de
Moskowitz et Pepe via le Package DTCompair (logiciel R).%

Finalement, un modele univarié de régression linéaire a été utilisé pour identifier
les variables pouvant influencer la valeur de I'index kappa au sein du groupe SEP.
Chaque variable associée a une variation de l'index kappa dans le modeéle
univarié et dont la valeur de p < 0.2, était implémentée dans un modele
multivarié. La sélection des variables dans le modeéle multivarié se faisait pas-a-
pas, en retirant a chaque implémentation de variable, la variable la moins
significative (p>.05). A la fin, le modéle multivarié ne retenait que les variables
indépendamment associée a la variation de I'index kappa dans le groupe SEP.
Pour chaque analyse statistique, une valeur de p < .05 était considérée
statistiquement significatif. Les comparaisons de sensibilité, spécificité et valeurs
prédictives ont été réalisées en utilisant le logiciel R statistical software version
3.2.1 mix tools package (sesp.mcnemar function and pv.rpv function des R
DTComPair packages). Les autres analyses statistiques étaient réalisées a partir
de SAS version 9.4 (SAS Institute, Inc). Les figures étaient faites a partir de

I"application EasyMedStat version 3.14 (easymedstat.com).

I1l.2. Résultats de cette deuxieme étude

Treize CRC-SEP francais ont participé a I'étude, en fournissant au total les
dossiers de 1917 patients. Apres application des critéeres d’inclusion et
d’exclusion, 1 621 patients ont été inclus dans I'analyse : 765 dans le groupe
SCI/SEP (675 dans le sous-groupe SEP et 90 dans le sous-groupe SCl) et 856 dans
le groupe Controle (559 dans le sous-groupe CNI et 297 dans le sous-groupe Cl).
La liste des centres participants et le nombre de dossiers communiqués par sous-

groupe et par centre est résumé dans le tableau 8. Le taux de CLL lambda était

54



disponible chez 825 patients (338 dans le groupe SCI/SEP et 487 dans le groupe

Controle). Les diagnostics finaux des patients sont résumés dans le tableau 9.

Tableau 8. Données concernant les patients inclus et les automates utilisés par

chaque centre : étude SFSEP

Patients Patients Patients Type
. . inclus inclus inclus d’échantillon
Patients inclus a2 Type
Centre (n= 1621) Groupe Sous-groupe | Sous-groupe | utilisé pour d’automate
n= SCI/SEP cl CNI la mesure
(n=765) (n=297) (n=559) des CLL

Dijon 36 36 0 0 Décongelé Optilite®
Grenoble 66 43 12 11 Décongelé Optilite®

Lille 84 32 13 39 Décongelé SPAplus®
Marseille 151 151 0 0 Frais Optilite®
Montpellier 116 58 25 33 Décongelé Optilite®
Nantes* 182 80 32 70 Décongelé Optilite®

Nice* 556 205 122 229 Frais Optilite®

Nimes 168 23 27 118 Frais Optilite®

Paris 27 15 11 1 Décongelé Optilite®

Saint- 3 27 13 33 Décongelé | BN Prospec®
Etienne*
Strasbourg 60 35 8 17 Frais BNII®
Toulouse 81 39 34 8 Décongelé Optilite®

Tours 21 21 0 0 Décongelé SPAplus®

Légende : Cl: Contrdle Inflammatoire, CLL: Chaines Légéres Libres, CNI: Contréle Non

Inflammatoire, SCI : Syndrome Cliniquement Isolé, SEP : Sclérose En Plaques. * Centres ayant

fourni de données sur les valeurs de CLL lambda
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Tableau 9. Diagnostics retenus de la cohorte SFSEP

Sous-groupe

Nombre de
patients

Diagnostic

SEP

675

SEP-RR (n=591) ; SEP-SP (n=14) ; SEP-PP (n=69)

SCI

90

Myélite (n=39) ; Névrite optique (n=30); Symptdmes infratentoriels (n=13) ;
Autre (n=8)

cl

297

MOGAD (n=26) ; NMO (n=18) ; ADEM (n=10) ; myélite idiopathique (n=29);
névrite optique idiopathique (n=29); sarcoidose (n=17); vascularite SNC
(n=21) ; syndrome de Sjogren (n=5) ; lupus (n=5) ; maladie de Behget (n=5) ;
MLT double séronégative (n=10); maladie démyélinisante atypique du SNC
(n=17) ; encéphalite autoimmune (n=72); pachy/leptoméningite (n=7);
méningite aseptique (n=10) ; syndrome de Tolosa-Hunt (n=4); syndrome de
Vogt-Koyanagi-Harada (n=3); CAAri (n=6); méningoencéphalomyélite a
rechute (n=2) ; hypophysite (n=1)

CNI

559

Symptdémes sans substratum organique (n=62); douleurs neuropathiques
(n=41) ; migraine (n=53) ; Vertiges (n=11) ; démence (n=98) ; épilepsie (n=44) ;
leucopathie vasculaire (n=69); neuropathie optique non inflammatoire
(n=26) ; myélopathie non inflammatoire (n=18) ; encéphalopathie métabolique
(n=9) ; SLA (n=20) ; syndrome cérébelleux (n=19) ; hypertension intracranienne
idiopathique (n=21); hydrocéphalie a pression normale (n=18); Autres
maladies neurologiques non inflammatoires (n=50)

Légende : SEP-RR : Sclérose en plaques récurrente-rémittente, SEP-SP : Sclérose en plaques
secondairement progressive, SEP-PP : Sclérose en plaques primaire progressive, MOGAD :
Maladie du spectre des anticorps anti-MOG, NMO : Neuromyélite optique, ADEM :
Encéphalomyélite aigue disséminée, SNC: systéeme nerveux central, MLT: Myélite
longitudinale et transverse, CAAri: Angiopathie amyloide cérébrale inflammatoire, SLA :
Sclérose latérale amyotrophique.

Il n’y avait pas de différence d’age, de sexe ratio, de prise de traitement immuno-
actif au moment du recueil, de valeur médiane de protéinorachie, cellularité,
quotient albumine, taux de CLL kappa et lambda dans le sérum entre les patients
des sous-groupes SCI et SEP (p>.05 pour toutes les comparaisons). En revanche,
le sous-groupe SEP présentait un taux médian d’index IgG plus élevé (0.82 vs
0.64, p=.001) et la présence BOC plus fréquemment (0.84 vs 0.63, p<.001) que le

sous-groupe SCl. Les patients des sous-groupes Cl et CNI n’étaient pas
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comparable aux patient des groupes SEP et SCI. Toutes les caractéristiques de la

cohorte sont détaillées dans le tableau 10.

Tableau 10. Caractéristiques cliniques et biologiques de base de la cohorte

SFSEP en fonction des sous-groupes

SEP sCl SEP vs SCI al SEP vs CI CNI SEP vs CNI
(n=675) (n=90) p-value (n=297) p-value (n=559) p-value
Age (années), ) ) s ) s ) s
médiane (L 5Q3] 37[29:48] | 37[28;50] 0.873 46 [35 :60] <0.001 54 [39 ;69] <0.001
Sexe (féminin), n (%) | 481 (71) 68 (76) 0.455b 169 (56.9) <0.001 349 (62) 0.001°
Traitementimmune- | 5 g 5) 4(4.9) 0.217> 45 (16.6) 0.003b 23 (4.5) 0.002b
actif, n (%)
Protéines LCR (g/L), 0.35 0.36 . 0.41 . 0.36 .
médiane [Q1;03] | [0.28,0.46] | [0.28:0.41] | 0393 0.20:054] | <000 | 008,048 | 0012
Cellularité LCR (/mL), ) ) s ) s ] s
médiane [Q1 503 2[0;6] 1[0;8] 0.667 3[0:8] <0.001 0[0;1] <0.001
Quotient albumine
0.51 0.51 0.61 0.54
[+ Adi a a a
(%), médiane [0.37;0.69] | [0.36;0.62] 0.177 [0.44 ;0.88] <0.001 [0.39;0.75] 0.001
[Q1;Q3]
Index IgG, médiane 0.82 0.64 . 0.56 . 0.52 .
[Q1:Q3] [0.62:1.25] | [0.60;0.87] 0.001 (0.480.66) | <0001 [0.47;058 | <000
z;;se”ce deBOCn | oo0(s44) | 57(63.3) <0.001 64 (21.6) <0.001 19 (3.4) <0.001b
(]

CLL kappa sérum

>° 13.5 12.6 . 13.8 . 14.9 .
(me/L), médiane [10.8;16.4] | [10.6;15.4] 0.073 [109:17.8 | <0001 [11.9:19.4] | <0001
[Q1;Q3]
CLL lambda sérum

a2 11.3 11.1 . 124 . 12.5 .
(me/L), médiane (9.1;14.2] | [9.1;13.1] 0.303 (9.9 ;15.0] 0.0130 [10.1;15.7] 0.001

[Q1;Q3]

Légende : n: nombre, Q1 : Premier quartile, Q3 : 3eme quartile, IgG : Immunoglobuline G,

BOC : Bandes oligoclonales, CLL : Chaines légeéres libres. 2 :
d’un test de Wilcoxon-Mann-Whitney, ®:

Fischer.

comparaison des groupes a |'aide
comparaison des groupes a l'aide d’'un test de
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[11.2.a Quantification des biomarqueurs de CLL entre les groupes

Le taux médian de CLL kappa dans le LCR était supérieur dans le sous-groupe SEP
(4.4 mg/L [1.8; 10.0]) par rapport aux sous-groupes SCI (2.0 mg/L [0.5; 5.7],
p=.006), Cl (0.17 mg/L [0.17; 0.93], p<.001) et CNI (0.17 mg/L [0.17; 0.17],
p<.001). Des résultats similaires étaient retrouvés lorsque I'index kappa ou la FI
kappa étaient utilisés (p<.001 pour toutes les comparaisons de sous-groupe). Le
taux médian d’index kappa était de 64.2, 29.0, 3.8, et 2.4 dans les sous-groupes
SEP, SCI, Cl, et CNI respectivement. Le taux de Fl kappa était de 94.6%, 88.3%,

3.2%, et -47.2% dans les sous-groupes SEP, SCI, Cl, et CNI respectivement.

Au sein du sous-groupe SEP, le taux médian de CLL kappa LCR n’était pas
différent entre les SEP rémittentes (4.8 mg/L [1.8 ; 10.3]) et les SEP progressives
(3.6 mg/L [1.2; 8.4]), p=0.292. En revanche, le taux médian d’index kappa (68.8
[27.7 ; 158.3] vs 44.6 [12.1; 98.0]) et le taux médian de Fl kappa (95.8% [77.5;
98.6] vs. 86.9 [69.1 ; 94.1]) étaient supérieurs chez les patients SEP rémittentes
par rapport aux SEP progressives (p<.05).

Enfin, le taux médian de CLL lambda dans le LCR, d’index lambda et de Fl lambda
étaient supérieurs dans le sous-groupe SEP par rapport aux sous-groupes Cl et
CNI (p<.001 pour toutes les comparaisons). En revanche, il n’y avait pas de
différence entre les sous-groupes SEP et SCI. La figure 8 résume la quantification

des biomarqueurs de CLL au sein des sous-groupes.
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CSF KFLC (mg/L)

CSF LFLC (mg/L.)

Figure 8. Quantification et comparaison du taux de CLL kappa et lambda et

leurs biomarqueurs (index et Fl) entre les sous-groupes
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Légende : CIS : sous-groupe SCI, MS : sous-groupe SEP, NINDC : sous-groupe CNI, OIND : sous-
groupe Cl. La figure montre la quantification du taux de CLL kappa LCR (A), index kappa (B), FI
kappa (C), CLLlambda LCR (D), index lambda (E), et Fl lambda (F) en fonction des sous-groupes.
Légende statistique : ns : non significatif (p>.05), * p<.05, ** p<.01, *** p<.001.

[11.2.b. Performances des biomargueurs de CLL

Pour évaluer la capacité diagnostique des biomarqueurs de CLL, la courbe de
ROC et le calcul de I'aire sous la courbe (AUC) correspondante a été établit pour

chaque biomarqueur dans deux situations : (i) sur I'’ensemble de la cohorte en
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comparant le groupe SCI/SEP (n=765) au groupe Controle (n=856), et (ii) en

comparant le sous-groupe SEP (n=675) au sous-groupe Cl (n=297)

Dans chacune de ces 2 situations, les biomarqueurs de CLL kappa avaient des
AUC supérieures aux biomarqueurs de CLL lambda (p<.001 pour toutes les
combinaisons kappa vs lambda possibles). Les résultats des courbes ROC sont

disponibles dans la figure 9.

Sur I'analyse de toute la cohorte (SCI/SEP vs contréle), I'index kappa (AUC 0.94
[0.93;0.95]) et la FI kappa (AUC 0.94 [0.93;0.95]) avaient des performances
similaires (p=0.123), et leurs performances étaient supérieures a celle du taux
de CLL kappa LCR (AUC 0.91 [0.90;0.93]), p<.001 pour les deux comparaisons,
tableau 11. En maximisant I'index de Youden, les valeurs seuils obtenues étaient

8.92 pour l'index kappa et 67.3% pour la Fl kappa.

La capacité des biomarqueurs de CLL kappa a séparer les sous-groupes SEP et Cl
était inférieure a ce qui a été décrit précédemment, puisque les AUC étaient de
0.86 [0.84 ;0.89] pour les CLL kappa LCR, 0.90 [0.87 ;0.92] pour I'index kappa et
0.89 [0.87;0.92] pour la Fl kappa (tableau 12). L'index kappa et la Fl kappa
avaient des performances similaires (p=0.991) et meilleures que les CLL kappa
LCR (p<.001 pour les deux comparaisons). Les valeurs seuils obtenues étaient

11.56 pour I'index kappa et 67.9% pour la Fl kappa.
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Figure 9. Analyse des courbes ROC évaluant la capacité des biomarqueurs de
CLL a séparer les patients SEP des controles

A —— CSF KFLC (mg/L) (AUC=0.914) —— LFLC Index (AUC=0.714)
CSF LFLC (mg/L) (AUC=0.668) —— KFLC IF (%) (AUC=0.942)
—— KFLC Index (AUC=0.939) —— LFLC IF (%) (AUC=0.718)
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D —— CSF KFLC (mg/L) (AUC=0.865) —— LFLC Index (AUC=0.657)
—— CSF LFLC (mg/L) (AUC=0.592) —— KFLC IF (%) (AUC=0.894)
—— KFLC Index (AUC=0.896) —— LFLC IF (%) (AUC=0.657)
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Légende : Courbe bleue : CLL kappa LCR, courbe violette : Fl kappa, courbe verte : index
kappa, courbe jaune : CLL lambda LCR, courbe marron : Fl lambda, courbe rouge : index
lambda. La figure A représente les courbes ROC permettant de séparer les groupes SCI/SEP
et Contréles (n= 1621 patients) et la figure D représente les courbes ROC permettant de
séparer les sous-groupes SEP et Cl.
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Tableau 11. Résultats de I'analyse des courbes ROC des biomarqueurs de CLL
kappa pour séparer les groupes SCI/SEP et Contrdle (n=1621 patients)

Variable CLL kappa LCR Index kappa Fl kappa
AUC 0.9142° 0.9391° 0.9416°
IC 95% [0.8995 : 0.9289] [0.9274 ; 0.9508] [0.9298 ; 0.9534]
Index de Youden 0.7437 8.9248 67.3251
87.9 88.2 87.6
Sensibilite (%) [85.3 : 90.1] [85.7 : 90.4] [85.0 ;: 89.9]
86.3 89.3 90.8
-
Spécificite (%) [83.8 ; 88.6] [87.0; 91.3] [88.6 ; 92.7]
85.4 88.0 89.7
(o)
VPP (%) [82.7 ; 87.9] [85.5 ; 90.2] [87.2 ; 91.8]
88.6 89.5 88.9
(o)
VPN (%) [86.2 ; 90.8] [87.2 ; 91.4] [86.6 ; 91.0]

Légende : AUC : aire sous la courbe ROC, IC 95% : intervalle de confiance a 95%, VPP : valeur

prédictive positive, VPN : valeur prédictive négative. ? :

Comparaison d’AUC selon la

méthode de Delong : Les AUC de I'index kappa et de la Fl kappa ne sont pas statistiquement
différentes (p=0.123) mais sont supérieures a I’AUC des CLL kappa LCR (p<.001 pour les 2

comparaisons).

Tableau 12. Résultats de I'analyse des courbes ROC des biomarqueurs de CLL

kappa pour séparer les sous-groupes SEP et Cl (n=972 patients)

Variable CLL kappa LCR Index kappa Fl kappa
AUC 0.8645° 0.8962° 0.8943°
IC 95% [0.8380; 0.8910] | [0.8737;0.9187] | [0.8708;0.9178]
Index de Youden 0.94 11.5593 67.8591
o 87.0 87.6 89.5
Sensibilité (%) [84.2 : 89.5] [84.8 : 90.0] [86.9 ; 91.8]
e 75.4 79.5 0.76.8
Specificite (%) [69.9 ; 80.3] [74.4 : 83.9] [71.4 ; 81.6]
PP 88.9 90.6 89.8
[86.3 ; 91.3] [88.1;92.8] [87.2 :92.0]
PN 71.8 73.8 76.2
[66.3 ; 76.9] [68.6 ; 78.5] [70.9 ; 81.0]

Légende : AUC : aire sous la courbe ROC, IC 95% : intervalle de confiance a 95%, VPP : valeur

prédictive positive, VPN : valeur prédictive négative. ? :

Comparaison d’AUC selon la

méthode de Delong : Les AUC de I'index kappa et de la Fl kappa ne sont pas statistiquement
différentes (p=0.991) mais sont supérieures a I’AUC des CLL kappa LCR (p<.001 pour les 2

comparaisons).
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[11.2.c. Comparaison des performances diaghostiqgues de I'index kappa et
de la Fl kappa avec celle des BOC pour le diagnostic de SEP

[11.2.c.1. Performances pour séparer les groupes SCI/SEP et Contrdle

La capacité diagnostique du groupe SCI/SEP vs Controle de I'index kappa et de Ia
FI kappa ont été évaluées, dans un premier temps, par régression logistique.
L’Odds ratio de I'index kappa était de 1.07 [1.06 ;1.08] (probabilité diagnostique
augmentant de 7% a chaque élévation de 1 de I'index kappa, p<.001). Celui de la
Fl kappa était de 1.04 [1.04 ;1.04], p<.001.

Ensuite, les valeurs seuils d’index kappa (8.92) et de Fl kappa (67.3%) étaient
appliquées. A chaque patient correspondait donc une valeur binaire (positif ou
négatif) pour les variables suivantes : index kappa, Fl kappa et BOC. Les résultats
comparant les performances des biomarqueurs kappa vs BOC sont renseignés
dans le tableau 13.

Un index kappa positif (AUC 0.89 [0.87 ;0.90]) ou une Fl kappa positive (AUC 0.89
[0.88;0.91]) permettait de séparer les patients SCI/SEP des Contrdles de
maniere plus efficace que les BOC (AUC 0.86 [0.84 ;0.88]). Cette différence, bien
que faible, était statistiguement significative (p<.001 pour les 2 comparaisons).
Cette meilleure capacité diagnostique se traduisait par un gain significatif de

sensibilité (88% vs 82%, p<.001) pour une méme spécificité (89%-90%, p>.05).

[11.2.c.2. Performances pour séparer les sous-groupes SEP et Cl

La capacité diagnostique du sous-groupe de SEP vs. Cl de l'index kappa et de |la
Fl kappa a été évalué par régression logistique. L’Odd ratio de I'index kappa était
de 1.03 [1.03;1.04] (probabilité diagnostique augmentant de 3% a chaque
élévation de 1 de I'index kappa, p<.001); Celui de la FI kappa était similaire (1.03
[1.03;1.04], p<.001).
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Les seuils de 11.56 pour I'index kappa et 67.9% pour la Fl kappa étaient ensuite

appliqués pour définir la positivité.

Dans cette situation, la positivité de I'index kappa, de la Fl kappa ou des BOC

avait la méme performance diagnostique : index kappa (AUC 0.83 [0.81 ;0.86]),

Fl kappa (AUC 0.83 [0.80;0.86]), et BOC (AUC 0.81 [0.79 ;0.84]). Une tendance

se dégageait en faveur de I'utilisation de I'index kappa (p=.065) ou de la Fl kappa

(p=0.138) par rapport aux BOC du fait d’'un gain significatif de sensibilité (87-88%
Y Y pp g g

vs 84%). Ces résultats sont renseignés dans le tableau 14.

Tableau 13. Capacité de I'index kappa, Fl kappa et des BOC a séparer le
groupe SCI/SEP du groupe contrdle (n=1621)

BOC vs index
Variable BOC Index Ifa.ppa kappa Fl kappa positive BOC vs Fl kappa
positif p-value
p-value

0.861 0.887 ] 0.892 ]

AUC [0.844 ;0.878] | [0.872;0.903] 0.0007 [0.876 ;0.908] 0.0002
81.99 88.24 87.59

T b b

sensibilite (%) [79.21:84.77] | [85.9590.52] | <0-0001 [85.2 ;89.97] 0.0001
90.16 89.36 90.91

T, b b

Spécificite (%) (88.1;92.22] | [87.29;91.42] 0.3350 [88.92 ;92.9] 0.4461
88.38 88.12 89.79

o, C C

VPP (%) [85.97;90.79] | [85.83;90.41] 0.8515 [87.57 ;92.01] 0.1694
84.58 89.46 88.92

0, C C

VPN (%) [82.16 ;87] [87.4;91.52] <0.0001 [86.77 ;91.06] 0.0003
Bonne classification 86.4 838 89.3

des patients (%)

Légende : AUC : aire sous la courbe, BOC : bandes oligoclonales, VPP : valeur prédictive
positive, VPN : valeur prédictive négative
a: Comparaison des AUC par la méthode de Delong ; ®: Comparaison des sensibilités et

spécificités par le test de McNemar ; ©: Comparaison des valeurs prédictives par le Package

DTCompair.
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Tableau 14. Capacité de I'index kappa, Fl kappa et des BOC a séparer le sous-
groupe SEP du sous-groupe Cl (n=972)

Index kaopa BOC vs index Fl kabpa BOC vs FI
Variable BOC ) .pp kappa .pp kappa
positif positive
p-value p-value
0.814 0.835 . 0.831 .
AUC [0.787;0.841] [0.809;0.861] 0.0643 [0.803;0.858] 0.1375
84.26 87.56 89.35
oo b b
Sensibilité (%) [81.46;87.06] | [85.07;90.05] 0.0260 [86.98;91.73] 0.0003
78.09 79.73 77.03
(et b b
Spécificité (%) [73.27;82.91] | [75.15;84.31] 0.5271 [72.13;81.93] 0.6473
89.8 90.78 89.91
9 . ¢ .9130¢
VPP (%) [87.4;92.21] | [88.56;93.01] 0.3309 [87.58;92.23] 0.9130
68.42 73.75 75.96
o) C C
VPN (%) [63.35;73.49] [68.93;78.57] 0.0209 [71.01;80.9] 0.0008
Bonne classification 826 85.1 85.5

des patients (%)

Légende : AUC : aire sous la courbe, BOC : bandes oligoclonales, VPP : valeur predictive

positive, VPN : valeur prédictive négative

a: Comparaison des AUC par la méthode de Delong ; ®: Comparaison des sensibilités et

spécificités par le test de McNemar ; ©: Comparaison des valeurs prédictives par le Package

DTCompair.

[11.2.d. Faut-il utiliser les CLL kappa seules ou en combinaison les BOC ?

Nous avons évalué si I'utilisation combinée d’un biomarqueur de CLL kappa

positif et de la présence de BOC avait une meilleure capacité diagnostique que

I"utilisation d’un biomarqueur de CLL kappa seul. Ainsi, ce « biomarqueur

composite » était considéré positif lors que I'index kappa était supérieur a 11.56

(ou la Fl kappa > 67.3%) et qu’il y avait la présence de BOC. Dans le cas ou seul

I"'un des 2 (ou les 2) biomarqueurs était négatif, le « biomarqueur composite »

était considéré négatif.

Une fois obtenu, la capacité du « biomarqueur composite » a séparer les

patients SEP des Cl était estimée par courbe ROC. La comparaison des AUC
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permettaient de comparer sa capacité diagnostique avec celle de I'index kappa

ou de la Fl kappa.

L’association index kappa positif et BOC (AUC 0.83 [0.80;0.85]) avait une

capacité diagnostique similaire a celle de I'index kappa positif seul (AUC 0.84

[0.81;0.86]), p=0.231. Le gain de spécificité (86% vs. 80%, p<.001) du

« biomarqueur composite » ne compensait pas la perte de sensibilité (79% vs.

88%, p<.001). Des résultats similaires étaient obtenus en utilisant la Fl kappa

(tableau 15).

Tableau 15. Comparaison d’un biomarqueur composite associant CLL kappa
et BOC aux CLL kappa seules pour séparer les sous-groupes SEP et Cl (n=972)

AUC Sensibilité Spécificité
Index kappa positif 0.835 87.6 797
ppap [0.809; 0.861] [85.1; 90.1] [75.2; 84.3]
Index kappa positif 0.826 79.4 85.8
+ presence de BOC [0.801; 0.849] [76.2; 82.4] [81.3; 89.6]
P-value 0.231° <0.001 <0.001
Fl kappa positive 0.831 89.4 77.0
ppap [0.803; 0.858] [86.0; 91.7] [72.1; 81.9]
Fl kappa positive 0.828 79.9 85.8
+ presence de BOC [0.802; 0.851] [76.6; 82.9] [81.3; 89.6]
P-value 0.6662 <0.001 <0.001

@: Comparaison des AUC par la méthode de Delong
b: Comparaison des sensibilités et spécificités par le test de McNemar
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lll.2.e. Facteurs pouvant influencer la valeur de l'index kappa
La sensibilité de I'index kappa (ou de la FI kappa) étant d’environ 88%, il existe

un faible nombre de patients SEP ayant un index kappa (ou Fl kappa) négatif.
Nous avons évalué, a I'aide d’'un modele de régression logistique, s’il existait,
chez les patients SEP, des variables qui pouvaient influencer la valeur de I'index
kappa.

En analyse univariée (comparaisons de groupes ou corrélations entre 2 variables
quantitatives) : le jeune age (p = -0.14, p<.001), le sexe féminin (p<.001),
I'activité de la maladie (p<.001), le phénotype de SEP (p=.005), et le type
d’automate (p=.042) étaient des variables semblant influencer la valeur de
I'index kappa. En revanche ['utilisation d’échantillons frais vs. décongelés
(p=.765), la prise de traitement immuno-actif au moment du recueil (p=.251), ou
de type d’événement démyélinisant ayant conduit au diagnostic de SEP (p=.867)
n’influencaient pas la valeur de I'index kappa.

Dans le modele multivarié, seul le jeune age (p =-1.02 [-1.82;-0.21], p=.013), le
sexe féminin (B = 32.0 [10.7; 53.3], p=.003), et I'activité de la maladie ( =
39.8 [17.3; 62.3], p<.001) étaient indépendamment associés a une élévation de

I'index kappa chez les patients SEP (tableau 16).

[11.2.f Reproductibilité du dosage des CLL kappa dans le LCR

Afin d’évaluer la reproductibilité de la quantification des biomarqueurs de CLL
kappa entre les centres et évaluer un potentiel effet centre a nos résultats, nous
avons comparé les médianes de CLL kappa LCR, index kappa et Fl kappa chez
patients SEP entre chaque centre ayant inclus au moins 40 patients (i.e.
Marseille, Montpellier, Nantes, et Nice). Les centres ayant inclus moins de 40 SEP

étaient regroupés en un cinquieme centre.
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La médiane d’index kappa et de Fl kappa des patients SEP n’était pas différentes

entre les différents centres (p=.268 et p=.091 pour I'index kappa et la Fl kappa

respectivement). Cependant, il y avait une différence entre la médiane de CLL

kappa LCR entre 2 centres (médianes a 7.2 mg/L vs. 3.5 mg/L) mais cette

différence restait statistiquement non significative lors de [I'analyse de

I’ensemble des centres (p=.067). Les résultats sont disponibles dans le tableau

17.

Tableau 16. Evaluation des variables pouvant influencer la valeur de I'index

kappa dans le sous-groupe SEP

Analyse univariée

Analyse multivariée

Coefficient de Ordre de
corrélation / retrait Coefficient o
Médiane d'index P-value des 8 IC 95% P-value
kappa (IQR) variables
Age (n=675) p=-0.14 <.0001f -1.02 [-1.82;-0.21] | 0.0132
Sexe
Féminin (n=481), 73.7 (136.7) 0.0004¢
Masculin (n=194) 48.3 (81.8) -31.99 [-53.26;-10.73] | 0.0033
Activité de la maladie
Oui (n=425) 80.8 (139.2) <0.0001¢
Non (n=177) 45.7 (100.6) -39.78 [-62.25;-17.31] | 0.0005
Type d’automate
Optilite® (n=581) 65.3(121.9)
0.0415¢
SPAplus® (n=43) 92.8 (140.5) 1 11.57 [-26.31;49.46] | 0.5488
BN ProSpec® / BNII® (n=51) 39.1(120.4)
Phénotype de SEP
SEP-RR (n=591) 68.8 (130.6)
0.0005¢
SEP-SP (n=14) 76.1(109.2) 2 -23.39 [-91.34;44.56] | 0.2342
SEP-PP (n=69) 36.1(64.2) -22.106 [-58.56;14.35] | 0.4992

Légende : % test de Wilcoxon Mann Whitney, ¢: test de Kruskal Wallis, *: correlation de spearman
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Tableau 17. Comparaison des valeurs médianes des biomarqueurs de CLL

kappa dans la SEP entre les centres

Marseille Montpellier Nantes Nice Autres centres
P-value
(n=146) (n=45) (n=68) (n=174) (n=242)
CLL kappa LCR
4.88 4.85 7.15 4.67 3.52
(mg/L), médiane 0.067¢
[1.83; 10.83] [2.64;7.27] [2.50 ; 12.88] [1.77 ; 10.16] [1.72; 8.99]
[Q1;Q3]
Index kappa, 71.53 63.88 96.35 67.25 56.95
0.268¢
médiane [Q1; Q3] | [23.83;155.62] | [41.24;124.16] | [30.46; 191.43] | [30.46; 147.43] | [23.43; 143.79]
Fl kappa (%), 95.67 94.64 96.56 94.83 93.77
0.091¢
médiane [Q1 ; Q3] [86.36; 97.74] [91.91;97.07] [88.86 ; 98.32] [86.83; 99.24] [86.66 ; 97.33]

¢ : test de Kruskal Wallis. Q1 : Premier quartile, Q3 : Troisieme quartile

I11.3. Discussion de cette seconde étude

Ce travail est actuellement I'étude de cohorte évaluant l'intérét diagnostique
des CLL dans la SEP ayant inclus le plus de patients et I'une des premieres
comparant en face a face différentes mesures de synthese locale de CLL (valeur
brute des CLL kappa dans le LCR, index kappa ou Fl kappa). Nos résultats

suggerent que :

[11.3.1 Les CLL lambda sont peu performantes pour prouver la présence

d’une activité lymphocytaire B dans le LCR.

Ces résultats sont en ligne avec I'ensemble des études ayant évalué l'intérét
diagnostic des CLL lambda LCR.%%3 Plusieurs hypothéses peuvent étre formulées
pour expliquer ce résultat. La premiere est technique, car contrairement aux CLL
kappa (monomériques, 22.5kD), les CLL lambda sont dimériques (45kD) ce qui
peut rendre la fixation de [|'antisérum difficile et fausser [I’analyse

spectrométrique.®® La seconde hypothése, plus physiopathologique, est la
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sécrétion par les lymphocytes B activés méningés de patients atteints de SEP,
d’une immunoglobuline monoclonale de nature IgX/kappa avec production de
CLL kappa monoclonale. Cette hypothése est conforté par la connaissance de la
nature oligo-monoclonale du répertoire lymphocytaire B activé méningé chez les

patients atteints de SEP.3®

[11.3.2 L'importance de la prise en compte de la perméabilité de la barriere

hémato-méningée via le quotient albumine, pour prouver une synthése locale

de CLL.

Nous avons montré que les performances de I'index kappa ou de la Fl kappa
(tous deux intégrant le quotient albumine dans leur formule) sont supérieures a
celle des CLL kappa LCR. Ce résultat est cohérent avec d’autres études
rétrospectives montrant la supériorité des modeéles linéaires et/ou
hyperboliques vs. la valeur brute de CLL kappa LCR 89979 dans I’estimation
d’une synthese locale d’'immunoglobulines.

Il existe un débat sur la maniére d’utiliser ces biomarqueurs de CLL kappa (index
kappa ou Fl kappa) dans la communauté scientifique européenne, et il n’existe
actuellement aucun seuil consensuel qui permette de diagnostiquer une
synthése locale de CLL.}® Les équipes allemande et suisse préconisent
I"'utilisation d’un modeéle hyperbolique (diagramme de Reiber) suggérant qu’une
valeur de quotient de CLL (CLL LCR/CLL sérum) supérieure a la valeur maximale
théorique de ce méme quotient chez des témoins sains, suffit a prouver une
synthése locale de CLL, dont 'intensité peut étre évaluée par le calcul de la FI
kappa.®® La justification de I'utilisation de ce type de méthode est double : (i) a
la fois physiopathologique puisque cela prend en considération la variation

normale du quotient de CLL chez les sujets sains (flux normal du LCR), et (ii)
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théorique puisque les études menées par leurs équipes ont montré une
supériorité de I'utilisation de ce modeéle vs. le calcul de I'index kappa 897101
Al'inverse, les équipes autrichienne et espagnole utilisent I'index kappa avec des
résultats qui semblent comparables aux autres travaux européens, 8899.100,102

En pratique clinique, il existe une limite importante a ce débat : la limite de
détection basse des automates. En effet, la plupart des patients ayant une Fl
kappa positive et un index kappa négatif (considéré comme un faux négatif) ont
des taux de CLL kappa LCR tres faibles, et majoritairement infra-seuil de
détection des automates utilisés en soin courant. Cette situation reste rare
puisque le taux médian de Fl kappa des patients SEP est de 90%. L’amélioration
des seuils de détection en pratique courante nécessiterai des manipulations
longues et couteuses, alors méme que la quantification des CLL kappa est moins
longue et colteuse que la détermination des BOC.103:104

Pour une utilisation en pratique clinique quotidienne : I'index kappa et la Fl

kappa ont une capacité diagnostique équivalente, affirmation renforcée par les

résultats de la méta-analyse publiée récemment 3 ce sujet.!%

[11.3.3 L'index kappa et la Fl kappa sont aussi performants que les BOC pour

le diagnostic de SEP

Nos résultats ont montré que I'index kappa ou la Fl kappa ont des performances
diagnostiques légerement supérieures a celle des BOC. En pratique courante,
I"analyse la plus intéressante est celle comparant les patients SEP aux patients Cl
(groupe composé de patients ayant une maladie inflammatoire du SNC non
infectieuse et non tumorale) — situation ou les CLL kappa et les BOC ont des
performances équivalentes mais non additionnelles. Dans cette analyse, les
performances de I'index ou Fl kappa ont été évaluées avec des seuils majorés

(i.,e. 11.6 vs 8.9 pour l'index kappa). Cet élément est primordial dans la
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compréhension de I'absence de consensus actuel sur la valeur seuil qui permette
d’établir avec certitude une synthése locale de CLL. Des recommandations
d’experts, publiés a postériori, estiment que l'interprétation d’un index kappa
compris entre 2.4 et 20 (valeurs seuils minimales et maximales publiées a ce jour)
doit étre prudente puisqu’il s’agit d’une « zone grise » au sein de laquelle des

conclusions ne peuvent étre rendues avec certitude.'®

Dans notre étude, I'analyse de régression logistiqgue montrait que plus I'index
kappa était élevé, plus la probabilité diagnostique était grande (Odds ratio 1.03,
p<.001). Ce résultat suggere que I'une des utilisations en pratique courante
serait de tirer avantage de l'information quantitative que les CLL apporte. En
appliquant nos résultats a une situation clinique concrete, un patient ayant un
index kappa a 120 aurait 3 fois plus de risque d’avoir un diagnostic de SEP qu’un
patient ayant un index kappa a 30, malgré que les 2 résultats soient positifs.

Cette attitude est adoptée par certains auteurs qui suggérent que la probabilité
d’avoir un diagnostic de SEP lorsque l'index kappa est > 100 est proche de
100%.1% En pratique, dans notre cohorte, 9 des 856 (1%) patients contrdles

avaient un index kappa > 100 et 8 d’entre eux faisaient partie du sous-groupe Cl.

L’autre utilisation en pratique courante proposée par certains auteurs est
séquentielle : utilisation de I'index ou Fl kappa avec des seuils de détection bas
(ayant une grande sensibilité) pour détecter rapidement et a moindre co(t la
présence d’une activité lymphocytaire B intrathécale, puis, en cas de résultat
positif, la recherche de BOC est réalisée afin de confirmer la synthese
locale.103197-109 Cette attitude, évaluée en pratique courante, permettrait une

réduction de la recherche de BOC et une économie de temps et d’argent
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(quantification des CLL kappa 8 fois plus rapide et 3 fois moins cher que la

recherche de BOC).1%

[11.3.4 La valeur de I'index kappa dépend de I'dge, du sexe et de l'activité

de la maladie au moment du recueil

De maniere intéressante, la valeur de l'index kappa ne semble pas étre
influencée par la prise de traitement immuno-actif (traitement dominé par la
prise de corticoides dans notre étude). Ce résultat, est concordant avec les

110-112 ot renforce I'intérét de ce biomarqueur. Une

données de la littérature
étude a rapporté la comparaison des taux de CLL kappa chez des patients SEP
traités et a montré que le taux médian de Fl kappa était plus bas chez les patients
traités par traitements de haute efficacité.’®® En revanche, les auteurs ne
constataient pas de différence entre les taux médian de Fl kappa entre les
1

patients SEP non traités et ceux traités par traitement immunomodulateurs °

laissant a penser un impact faible des traitements sur les CLL dans le LCR.

Enfin, nos résultats suggerent que I'dge jeune, le sexe féminin et I'activité de Ia
maladie (combinaison symptomes cliniques et/ou prise de contraste
radiologique dans les 30 jours) sont des facteurs influencant la valeur de I'index
kappa chez les patients SEP. Ce résultat souleve la question de la capacité des
CLL kappa a prédire I'évolution a court terme de la maladie, puisqu’il est
couramment accepté que les patients actifs au diagnostic ont un risque accru de

seconde poussée.

Ce travail (disponible a la fin de la thése, Annexe 3) a été publié dans le

journal Neurology Neuroimmunology Neuroinflammation (Rang A, IF 11.36)
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Points clés de la seconde étude

e Les chaines légeres libres lambda ne sont ni sensibles, ni spécifiques
pour le diagnostic de SEP

e L’'index kappa et la fraction intrathécale (FI) de CLL kappa peuvent étre
utilisés de maniere équivalente pour prouver une synthese intrathécale
d’lg dans la SEP

e La concentration des CLL kappa dans le LCR est moins performante que
I'index kappa (ou la Fl kappa)

e La capacité diagnostique de lI'index kappa est |égérement supérieure a
celle des BOC dans la SEP (plus sensible et aussi spécifique).

e Dans la SEP, la valeur de I'index kappa n’est pas influencée par la prise
de corticoides ou la présentation clinique mais dépend de |'age, du sexe,

et de 'activité de la maladie
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IV. Rble pronostic des chaines légeres libres
kappa dans la SEP

Suite aux données recueillies de I’étude SFSEP, I'index kappa est un outil sensible
et spécifique pour le diagnostic de SEP. Il est indépendamment associé a
I"activité de la maladie au moment du recueil laissant entrevoir un possible réle
pronostic chez les patients présentant un premier événement clinique évocateur

de SEP.

La principale limite de I'’étude SFSEP est que les performances diagnostiques ont
été calculées sans tenir compte de la présentation clinique et/ou radiologique
initiales. Cette limitation a été minimisée en ne sélectionnant que des patients
avec maladie auto-immune du SNC comme Cl, mais leurs caractéristiques
cliniques n’étaient pas renseignées. Ainsi, le réle diagnostic de I'index kappa chez

des patients présentant un événement clinique démyélinisant n’est pas connu.

La mise en évidence d’une synthése locale d'immunoglobulines par la détection
des BOC permet, en pratique clinique, de surseoir aux criteres de dissémination
temporelle chez les patients ayant présenté un premier événement
démyélinisant % du fait de leur capacité a prédire, indépendamment d’autres
facteurs pronostics, 'apparition d’une seconde poussée de la maladie. 1113114 | e
but de ce troisieme travail consistait a évaluer la capacité de I'index kappa a
prédire I’évolution clinique (poussée) ou radiologique (apparition d’'une nouvelle

lésion T2 sur I'IRM) de patients présentant un premier événement clinique

démyeélinisant ou un SRI.
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IV.1 Méthodologie

IV.1.a schéma de |'étude

Nous avons mené une étude rétrospective de tous les patients adressés au CRC-
SEP du CHUN entre le 01/05/2018 et le 01/07/2021 pour bilan d’une suspicion
clinique et/ou radiologique isolés.

Pour étre inclus, les patients devaient étre agés d’au moins 18 ans, avoir un
diagnostic établit de premier événement démyélinisant, que le patient remplisse
ou non les critéres McDonald 2017 22 ou de syndrome radiologique isolé (critéres
RIS 2009),3 et devaient avoir un suivi clinique et/ou une IRM de contréle a 1 an
du diagnostic.

Etaient exclus les patients dont le recueil du couple sérum — LCR excédait de 6
mois I'événement clinigue démyélinisant, les patients bénéficiant d’un
traitement immuno-actif avant le recueil du couple sérum — LCR (corticoides
autorisés), et les patients qui présentaient au moment du recueil un nombre de
poussées > 1.

Selon notre protocole de soin courant, chaque patient bénéficiait durant Ia
phase diagnostique d’un bilan sérique et d’'une ponction lombaire comprenant
une analyse de I'albumine, des CLL kappa et une recherche BOC, ainsi que d’une
IRM cérébrale et médullaire. Durant la phase de suivi, chaque patient bénéficiait
d’une visite annuelle au cours de laquelle était pratiqué un examen clinique
neurologique et une IRM cérébrale non injectée. Sur choix du clinicien, le suivi
pouvait étre plus rapproché (a 3 ou 6 mois).

Les données utiles a la réalisation de [I'étude étaient recueillies
rétrospectivement a partir des dossiers patients informatisés. Les patients inclus
étaient séparés en 2 groupes : un groupe SCI regroupant les patients présentant

un premier événement démyélinisant (indépendamment de leurs
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caractéristique cliniques et radiologiques) et un groupe SRI comprenant des
patients asymptomatiques remplissant les critéres de RIS 2009.3
Cette étude a été approuvée par la Direction de Recherche Clinique et

Innovation du CHUN et a été enregistrée sous l'identifiant 2022-EI1-026.

IV.1.b Données collectées

Le données recueillies durant la phase diagnostique étaient les suivantes : age,
sexe, date du recueil, le temps entre les symptomes et le recueil du couple sérum
— LCR, l'utilisation de corticoides en amont du recueil, le type d’événement
clinique (névrite optique, myélite... etc), le nombre et le type de localisation(s)
classant(s) pour la dissémination spatiale présentant des |ésions hyperintense T2
sur I'IRM initiale, la présence de lésions rehaussées sur les séquences T1-
gadolinium de I'IRM initiale, la protéinorachie, la cellularité du LCR, le taux
sérique et LCR d’albumine, d’IgG, de CLL kappa, et la présence de BOC.

Les données recueillies annuellement au cours du suivi étaient : I'apparition
d’une poussée clinique et sa date, 'apparition d’une nouvelle Iésion T2 sur IRM

de suivi, et I'instauration d’un traitement immuno-actif.

IV.1.c Analyse de I'IRM

Tous les patients bénéficiaient d’une IRM cérébrale initiale avec coupes cervicale
haute (C1-C4) selon le protocole standardisé OFSEP.!'> Chaque imagerie
comprenait des séquences T2, 3D-FLAIR, et T1. L'IRM initiale comprenait des
séquences Tl-injectées chez la majorité des patients inclus (88%). Toutes les
images étaient obtenues via IRM 3Tesla avec des coupes axiales et sagittales de
1mm d’épaisseur. Chaque patient bénéficiait d’au moins une IRM par an dans le

suivi. La lecture des IRM était réalisée par 2 neuro-radiologues expérimentés,
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dans le cadre du soin courant et en aveugle des données biologiques (CLL kappa

et/ou BOC).

IV.1.d Analyses biologiques

Toutes les analyses biologiques étaient réalisées au sein du laboratoire
d’'immunologie du CHUN. La quantification de I'albumine, du taux d’IgG et du
taux de CLL kappa dans le sérum et le LCR était réalisée par turbimétrie via
I'automate Optilite® (The Binding Site, Birmingham, UK) avec ['utilisation
d’antisérum spécifique Freelite® (The Binding Site, Birmingham, UK) selon les
recommandations du fabriquant. Les BOC étaient déterminées par technique de
focalisation isoélectrique sur gel d‘agarose avec des techniques de révélation
utilisant des auto-anticorps IgG-spécifiques (Plateforme Hydrasys, Sebia,
France). Le résultat était interprété par des biologistes expérimentés et rendu
positif ou négatif. Un nombre de 2 bandes surnuméraires dans le LCR permettait
de retenir le résultat comme positif. L'index kappa était calculé selon la formule
précédemment citée. En accord avec les résultats obtenus sur I'’étude SFSEP, un

seuil de 8.9 était retenu pour définir la positivité de I'index kappa.

IV.1.e Analyses statistiques

Les variables continues étaient exprimées par leurs médianes et valeurs
interquartiles (IQR) et les variables catégoriques étaient exprimées par leurs
valeurs et pourcentages. L’association entre I'index kappa et les covariables au
diagnostic était analysée via des tests non-paramétriques : le test de Wilcoxon
rank-sum pour les comparaisons de variables binaires et le test de Kruskal Wallis
pour les comparaisons de variables a plus de 2 niveaux.

La performance prédictive de I'index kappa (variable quantitative) était évaluée

par courbes ROC temps-dépendant pour tenir compte des données censurées :
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I"aire sous la courbe (AUC) était calculée a différents moments au cours du suivi.
Les seuils optimaux d’index kappa était obtenus en maximisant I'index de
Youden par une méthode bootstrap permettant d’estimer lintervalle de
confiance a 95% de chaque valeur, a 12, 24, et 36 mois. Les sensibilités,
spécificités, et valeurs prédictives positives et négatives étaient déterminées a
12, 24, et 36 mois pour les BOC et I'index kappa (en utilisant la valeur de 8.9
comme seuil pour définir la positivité de I'index kappa).

Le délai d’apparition d’une poussée clinique ou d’une nouvelle lésion
radiologique T2 était estimé par les courbes de survie de Kaplan-Meier en
séparant les groupe selon le résultat de I'index kappa ou des BOC. La différence
statistique était calculée par le test du Log-rank. Des régressions de Cox
univariées étaient construites pour chaque covariable afin de déterminer le
hazard ratio (HR) du temps écoulé jusqu’a la poussée clinique ou la premiére
|ésion T2. Le risque proportionné a été évalué a |'aide des résidus de Schoenfeld.
L’indice-c de Harrel était calculé pour comparer chaque variable en fonction de
la qualité d’ajustement du modeéle univarié (indice de concordance). L’indice-c
allant d’une valeur de 0.5 (différence observée non meilleure que le hasard) a 1
(concordance parfaite). Des valeurs de p<.05 étaient considérées comme
statistiqguement significatives. Les analyses statistiques ont été faites en utilisant
le logiciel R, version 4.0.3, avec le « time-ROC package » pour la réalisation des

courbes ROC dépendantes du temps.!1®

IV.2 Résultats de cette troisieme étude

Sur les 344 patients adressés au CRC-SEP durant la période d’étude, 182 patients

(146 SCI et 36 SRI) étaient inclus. L’organigramme est résumé par la figure 10.
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Figure 10. Organigramme

Suspicion clinique ou radiologique de SEP
n= 344

Patients exclus (n= 157)
Traitement immuno-actif avant bilan (n=17)

Durée de suivi < 1 an (n= 29)
Nombre de poussées > 1 (n= 35)
Autre maladie inflammatoire du SNC (n= 35)

_| Délai entre les symptdmes et le bilan > 6 mois (n= 46)

Patients inclus

n= 182
I
Syndrome cliniquement isolé Syndrome radiologique isolé
n= 146 n= 36
|
! !
Patients remplissant les Patients ne remplissant pas
critéres McDonald 2017 les criteres McDonald 2017
n= 78 (53%) n= 68 (47%)

Parmi les inclus, 127 (70%) étaient de sexe féminin et I’age médian a I'inclusion
était de 39 [30; 48] ans. Les patients SRI étaient plus agés et plus fréquemment
de sexe féminin que les SCI. La durée médiane de suivi était plus longue dans le
groupe SRI (25 mois) que dans le groupe SCI (20 mois). Les données cliniques,
biologiques et radiologiques sont détaillées dans le tableau 18.

Il n’y avait pas de différence statistiguement significative entre les 2 groupes
concernant le taux médian d’index kappa (36.9 [4.1; 105.8] vs 18.9 [3.1; 111.9],
p=.440) ou la présence de BOC (54% vs 44%, p=.0393). Chez 149 (82%) patients,
le résultat des BOC concordait avec celui de I'index kappa (positivité établie selon
le seuil de 8.9). Chez les 33 patients restants, 30 présentaient un index kappa
positif et une recherche de BOC négative.

Dans le groupe SCl, 48% des patients présentaient au moins une lésions T1
rehaussée par le gadolinium et 78 (53%) remplissaient les critéres McDonald
2017. Parmi ces 78 patients, le critere de dissémination temporelle était rempli

grace a la présence de BOC chez 29 (37%). Chez ces 29 patients, la valeur
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médiane d’index kappa était de 103.0 [53.6 ; 231.2] avec une valeur minimale de

35.3.

Tableau 18. Données clinico-biologiques et radiologiques des patients SCI et SRI

SCI SRI
n=146 n=36
Age (années), médiane [Q1; Q3] 38 [29; 46] 46 (33 ; 56)
Sexe (féminin), n (%) 96 (66) 31 (86)
Poatlents remplissant les criteres McDonald 2017, n 78 (53) i
(%)
Type d’événement clinique :
Névrite optique, n (%) 40 (28) -
Myélite, n (%) 64 (44) -
Symptomes infratentoriels, n (%) 37 (25) -
Patients sous corticoides avant recueil, n (%) 12 (8) 0(0)
Délai entre symptomes et recueil (jours), médiane
22 [7;62 -
[Q1; Q3] 17 62]
Patients avec lésion T2 dans les localisations :
Péri ventriculaire, n (%) 94 (64) 36 (100)
Juxta/Corticale, n (%) 83 (57) 31 (86)
Infratentorielle, n (%) 76 (52) 13 (36)
Moelle épiniere, n (%) 97 (66) 9 (25)
Patients avec lésion(s) T1 rehaussée(s), n (%) 62/130 (48) 2/31(6)

Index IgG, médiane [Q1; Q3]

0.68 [0.58; 1.00]

0.61 (0.54; 0.98)

Présence de BOC, n (%) 79 (54) 16 (44)
Index kappa, médiane [Q1; Q3] 37 [4; 106] 19 (3; 112)
Durée de suivi (mois), médiane [Q1; Q3] 20 [13; 33] 25 (16; 35)
Nombre d’IRM/an/patient, médiane [Q1; Q3] 1.5[1.1;1.9] 1.1(0.8;1.5)
Patients avec poussée durant le suivi, n (%) 21 (14) 7 (19)
Traitement débuté avant poussée clinique, n (%) 69 (47) 0(0)
Patients avec nouvelle |ésion T2 durant le suivi, n (%) 85 (58) 20 (56)
Traitement débuté avant nouvelle lésion T2, n (%) 20 (14) 0(0)

Légende : BOC : bandes oligoclonales, IgG : immunoglobuline G, Q1 : Premier quartile, Q3 :
Troisieme quartile, SCI : syndrome cliniguement isolé, SRI : syndrome radiologique isolé,
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Au diagnostic, la valeur d’'index kappa était plus élevée chez les patients
présentant : une lésions T1 rehaussée aprés injection de gadolinium (p=.049),
une dissémination spatiale radiologique sur les séquences T2 (p<.001), une
positivité des BOC (p<.001), et un jeune age (p=.001). Le sexe (p=.074) et le type
d’événement clinique (p=.171) n’influencaient pas la valeur de l'index kappa

(figure 11).

Pendant le suivi, 28 (15%) patients ont présenté une poussée clinique (21 dans
le groupe SCI et 7 dans le groupe SRI) et 105 (58%) ont présenté une nouvelle

|ésion T2 (85 dans le groupe SCI et 20 dans le groupe SRI).

Figure 11. Evaluation de Passociation entre I'index kappa et les autres

covariables prédictives

Index kappa
Index kappa

Index kappa
Index kappa

No of location with lesion Gadolinium enhancing lesion
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AUC(t)

IV.2.a. Capacité de prédiction d’une nouvelle lésion T2 dans le groupe SCI

L’analyse de la courbe ROC dépendante du temps montrait que I'index kappa
pouvait prédire I'apparition d’'une nouvelle lésion T2 au cours du suivi avec une
AUC allant de 0.86 [0.80; 0.92] a 12 mois a 0.96 [0.91; 1.00] a 48 mois (Figure
12A). Apres maximisation de l'index de Youden, les valeurs seuils optimales
d’index kappa étaient décroissantes au cours du suivi : 30.5 [11.6; 36.7] a 12

mois, 14.9 [9.6; 40.9] a 24 mois, et 13.6 [5.9; 46.6] a 36 mois.

Figure 12. Analyse des courbes ROC dépendantes du temps pour la prédiction

des différents objectifs

Prédiction de nouvelle Iésion T2 (SCI) B Prédiction de nouvelle Iésion T2 (SRI) C Prédiction de poussée (SCI)

AUC(t)
AUC(t)

Temps (mois) Temps (mois) Temps (mois)

Légende : La figure montre la capacité de I'index kappa a prédire au cours du temps (aire sous
la courbe ROC temps-dépendante) I'apparition d’une nouvelle lésion T2 chez les patients SCI
(A), I'apparition d’'une nouvelle lésion T2 chez les patients SRI (B), et I"apparition d’une
poussée clinique chez les patients SCI (C). La capacité de I'index kappa a prédire une poussée
clinique ou une nouvelle Iésion T2 augmente au cours du temps chez les patients SCI, mais pas
chez les patients SRI. Les lignes en pointillés représentent I'intervalle de confiance a 95% de
I’AUC.

La régression de Cox montrait que le risque de nouvelle lésion T2 chez les
patients SCl augmentait de 6% a chaque fois que I'index kappa augmentait de 10

points (tableau 19). Enfin, I'index kappa était la variable ayant la plus grande
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capacité de prédiction de nouvelle lésion T2 (indice-c a 0.77), plus élevée que le
nombre de localisation atteintes sur IRM initiale (indice-c a 0.72), que la
présence de lésion T1 rehaussée (indice-c a 0.55) et que la présence de BOC

(indice-c a 0.69).

Tableau 19. Hazard ratio et indices de concordances estimant le risque de

nouvelle lésion T2 chez les patients SCI

H d
n Valeur aza?r IC 95% p-value Indice-c
Ratio

Aucune - - - - - 0.50
Sexe (masculin) 146 - 0.76 [0.47; 1.21] 0.244 0.51
Age 146 | Pour C:r?fue 101 660 [0.48;0.73] | <0.001 0.67
Evenement
clinique 146 | Névrite optique |  0.56 [0.32; 1.01] 0.051 0.59

146 Myélite 0.52 [0.31; 0.86] 0.012 0.59
Nombre de
localisations
validant un
criteres de DIS
avec lésion T2 sur | 146 1 1.23 [0.26; 5.82] 0.790 0.72
I'IRM initiale 146 2 6.69 [1.46; 30.55] 0.014 0.72

146 3ou4d 10.59 [2.59; 43.36] 0.001 0.72
Présence d’une
lésion T1 .
rehaussée 3 I'IRM 130 Oui 1.40 [0.89; 2.19] 0.144 0.55
initiale

Pour chaque
Index kappa 146 | augmentation 1.06 [1.04; 1.07] <0.001 0.77
de 10

Index kappa 146 Positif 17.17 | [7.41;39.79] | <0.001 0.73
positif (>8.9)
BOC 146 Positif 4.59 [2.80; 7.53] <0.001 0.69

Légende : BOC : bandes oligoclonales, IC : intervalle de confiance

En utilisant I'index kappa comme variable binaire (positive ou négative selon le

seuil de 8.9), I'apparition d’une nouvelle Iésion T2 au cours du temps était
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BOC (tableau 20). L'analyse de survie montrait qu'un index kappa positif

(p<.0001), et la présence de BOC (p<.0001) prédisaient I'apparition d'une

nouvelle lésion T2 chez les patients SCI (figure 13). La durée médiane

d’apparition d’'une nouvelle |ésion T2 était de 6 mois chez les patients avec index

kappa positif, et 14 mois chez les patients avec index kappa négatif.

Tableau 20. Performances de l'index kappa (binaire) et des BOC pour prédire

I’apparition d’une nouvelle lésion T2 au cours du temps chez les patients SCI

Index kappa positif (>8.9)

Présence de BOC

Temps (mois) 12 24 36 12 24 36

Sensibilité 0.98 0.97 0.98 0.82 0.77 0.70
[0.96; 1.00] | [0.93;1.00] | [0.94;1.00] | [0.72;0.91] | [0.68;0.87] | [0.59;0.81]

Spécificité 0.55 0.59 0.79 0.67 0.74 0.79
P [0.44; 0.66] | [0.42;0.75] | [0.57;1.00] | [0.57;0.78] | [0.59;0.88] | [0.57; 1.00]

VPP 0.65 0.75 0.90 0.67 0.79 0.87
[0.55; 0.74] | [0.65;0.85] | [0.80;1.00] | [0.57;0.78] | [0.68;0.90] | [0.74;0.99]

VPN 0.98 0.94 0.94 0.82 0.72 0.57
[0.93; 1.00] | [0.86;1.00] | [0.86; 1.00] | [0.72;0.91] | [0.60;0.84] | [0.41;0.74]

Légende : BOC : bandes oligoclonales, VPP : valeur prédictive positive, VPN : valeur prédictive

négative
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Figure 13. Analyse de survie évaluant le risque de nouvelle lésion T2 chez les

patients SCI

1.00

0.75

Log-rank Log-rank
0.25 0.25
p <0.0001 p < 0.0001

Survie sans nouvelle lésion T2
Survie sans nouvelle lésion T2
o
8

0.00 0.00

0 20 40 60 0 20 40

Temps (mois) Temps (mois)

Number at risk Number at risk

Index kappa négatif { 46 25 10 2 BOC négative { 67 30 10

100 14 2 0 79 9 2

0 20 40 60 0 20 “0

Temps (mois) Temps (mois)

Légende : La figure montre le délai d’apparition d’une nouvelle lésion T2 selon le statut positif
(ligne bleue) ou négatif (ligne rouge) de I'index kappa (A) ou des BOC (B) chez les patients SCI

IV.2.b. Capacité de prédiction d’une nouvelle lésion T2 dans le groupe SRI

L’analyse de la courbe ROC dépendante du temps montrait que I'index kappa
pouvait prédire I'apparition d’'une nouvelle lésion T2 au cours du suivi avec une
AUC allant de 0.84 [0.66; 1.00] a 12 mois a 0.64 [0.43; 0.85] a 24 mois (Figure
12B). Aprés maximisation de l'index de Youden, les valeurs seuils optimales
d’index kappa étaient décroissantes au cours du suivi : 30.2 [21.2; 227.2] a 12
mois, et 17.7 [2.1; 227.2] a 24 mois.

La régression de Cox montrait que le risque de nouvelle lésion T2 chez les
patients SRl augmentait de 8% a chaque fois que I'index kappa augmentait de 10
points (tableau 21). Enfin, I'index kappa était la variable ayant la plus grande
capacité de prédiction de nouvelle lésion T2 (indice-c a 0.70), plus élevée que le

nombre de localisation atteintes sur IRM initiale (indice-c a 0.54), que la
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présence de lésion T1 rehaussée (indice-c a 0.58) et que la présence de BOC

(indice-c a 0.62).

Tableau 21. Hazard ratio et indices de concordances estimant le risque de

nouvelle lésion T2 chez les patients SRI

n Valeur Hazafrd IC 95% p-value Indice-c
Ratio
Aucune - - - - - 0.50
Sexe (masculin) 36 - 0.43 [0.10; 1.87] 0.260 0.55
Age 36 | Pour C::f“e 101 oss [0.60; 1.21] 0.370 0.58
Nombre de
localisations
validant un
critéres de DIS
lésion T2
f:’;l\c/l ?:i'ggle U 36 2 1.84 | [0.16;20.62] 0.620 0.54
36 3ou4d 2.65 [0.35; 20.03] 0.344
Présence d’une
lésion T1 .
rehaussée 3 I'IRM 31 Oui 10.55 [1.90; 58.60] 0.007 0.58
initiale
Pour chaque
Index kappa 36 | augmentation 1.08 [1.03; 1.13] 0.002 0.70
de 10
Index kappa 36 Positif 3.61 [1.46; 8.90] 0.005 0.70
positif (>8.9)
BOC 36 Positif 2.10 [0.85; 5.19] 0.107 0.62

Légende : BOC : bandes oligoclonales, IC : intervalle de confiance

En utilisant I'index kappa comme variable binaire (positive ou négative selon le
seuil de 8.9), I'apparition d’une nouvelle Iésion T2 au cours du temps était
prédite avec une meilleure sensibilité et une moins bonne spécificité qu’avec les

BOC (tableau 22). L’analyse de survie montrait qu’un index kappa positif
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(p=.025), contrairement a la présence de BOC (p=.100) prédisait I'apparition

d’une nouvelle lésion T2 chez les patients SRI (figure 14). La durée médiane

d’apparition d’une nouvelle lésion T2 était de 19 mois chez les patients SRI avec

index kappa positif et n’était pas évaluable chez les patients SRl avec index kappa

négatif (3 événements).

Tableau 22. Performances de l'index kappa (binaire) et des BOC pour prédire

I’apparition d’'une nouvelle Iésion T2 au cours du temps chez les patients SRI

Index kappa positif (>8.9)

Présence de BOC

Temps (mois) 12 24 36 12 24 36

Sensibilité 0.88 0.80 0.87 0.75 0.58 0.55
[0.64; 1.00] | [0.60; 1.00] | [0.72; 1.00] | [0.45;1.00] | [0.33;0.84] | [0.31;0.78]

Spécificité 0.48 0.38 0.25 0.67 0.62 0.25
P [0.29; 0.67] | [0.12; 0.65] | [0.01;0.68] | [0.49; 0.85] | [0.35;0.88] | [0.01; 0.68]

VPP 0.33 0.53 0.72 0.39 0.57 0.61
[0.12; 0.74] | [0.31;0.76] | [0.49; 0.94] | [0.14;0.64] | [0.30; 0.84] | [0.34; 0.89]

VPN 0.93 0.69 0.46 0.90 0.63 0.20
[0.80; 1.00] | [0.38; 1.00] | [0.01;1.00] | [0.77;1.00] | [0.38;0.88] | [0.01;0.53]

Légende : BOC:

négative

bandes oligoclonales, VPP : valeur prédictive positive, VPN : valeur prédictive
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Figure 14. Analyse de survie évaluant le risque de nouvelle lésion T2 chez les

Légende : La figure montre le délai d’apparition d’une nouvelle Iésion T2 selon le statut positif
(ligne bleue) ou négatif (ligne rouge) de I'index kappa (A) ou des BOC (B) chez les patients SRl

IV.2.c. Capacité de prédiction d’une poussée clinique dans le groupe SCI

L’analyse de la courbe ROC dépendante du temps montrait que I'index kappa
pouvait prédire I'apparition d’une poussée clinique au cours du suivi avec une
AUC allant de 0.75 [0.65; 0.85] a 12 mois a 0.87 [0.74; 1.00] a 48 mois (Figure
12C). Apreés maximisation de I'index de Youden, les valeurs seuils optimales
d’index kappa étaient décroissantes au cours du suivi: 23.6 [20.0; 98.4] a 12
mois, et 9.6 [6.9; 80.5] a 24 mois. La régression de Cox montrait que le risque de
nouvelle poussée clinique chez les patients SCI augmentait de 4% a chaque fois

que l'index kappa augmentait de 10 points (tableau 23). L'index kappa était la
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variable ayant la plus grande capacité de prédiction de nouvelle poussée clinique
(indice-c a 0.71), plus élevée que le nombre de localisation atteintes sur IRM
initiale (indice-c a 0.65), que la présence de lésion T1 rehaussée (indice-c a 0.50)

et que la présence de BOC (indice-c a 0.62).

Tableau 23. Hazard ratio et indices de concordances estimant le risque de

nouvelle poussée clinique chez les patients SCI

H d
n Valeur azaTr IC 95% p-value Indice-c
Ratio
Aucune - - - - - 0.50
Sexe (masculin) 146 - 0.44 [0.15; 1.31] 0.142 0.56
Age 146 | PoU" C:::'“e 101 669 [0.46; 1.03] 0.071 0.64
Evénement
clinique 146 | Névrite optique |  0.59 [0.17; 2.09] 0.412 0.57
146 Myélite 0.80 [0.29; 2.26] 0.667
Nombre de
localisations
validant un
criteres de DIS
avec lésion T2 sur | 146 1 - - - 0.65
I'IRM initiale 146 2 - - - '
146 3ou4d - - -
Présence d’une
lésion T1 .
rehaussée 3 I'IRM 130 Oui 0.88 [0.36; 2.12] 0.772 0.50
initiale
Pour chaque
Index kappa 146 | augmentation 1.04 [1.01; 1.07] 0.007 0.71
de 10
Index kappa .
oositif (>8.9) 146 Positif - - - 0.68
BOC 146 Positif 2.56 [0.99; 6.60] 0.053 0.62

Légende : Les HR ne pouvaient pas étre estimés pour certaines variables (-) car aucun
événement (poussée) n’était documenté dans I'un ou plusieurs des sous-groupes. BOC:
bandes oligoclonales, IC : intervalle de confiance
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En utilisant I’index kappa comme variable binaire (positive ou négative selon le
seuil de 8.9), I’apparition d’une nouvelle poussée clinique au cours du temps était
prédite avec une meilleure sensibilité et une moins bonne spécificité qu’avec les
BOC (tableau 24). L’analyse de survie montrait qu’un index kappa positif
(p=.008), et la présence de BOC (p=.045) prédisaient 1’apparition d’une nouvelle
poussee clinique chez les patients SCI (figure 15). La durée médiane d’apparition
d’une nouvelle poussée clinique était de 10 mois chez les patients SCI avec index
kappa positif et ne pouvait étre estimée chez les patients SCI avec index kappa

négatif puisqu’aucun événement n’a été relevé durant le suivi.

Tableau 24. Performances de I'index kappa (binaire) et des BOC pour prédire

I'apparition d’une nouvelle poussée clinique au cours du temps chez les

patients SCI
Index kappa positif (>8.9) Présence de BOC
Temps (mois) 12 24 36 12 24 36

Sensibilité 1.00 1.00 1.00 0.77 0.72 0.68
[ -] [ -] [ -] [0.54;1.00] | [0.51;0.93] | [0.45;0.91]

Spécificité 0.35 0.40 0.42 0.49 0.58 0.65
P [0.27; 0.44] [0.26; 0.53] [0.23; 0.61] [0.40; 0.58] [0.45; 0.72] [0.47; 0.84]

VPP 0.13 0.23 0.29 0.13 0.23 0.31
[0.06; 0.20] | [0.13;0.32] | [0.16;0.42] | [0.05;0.21] | [0.12;0.35] | [0.14;0.49]

VPN 1.00 1.00 1.00 0.96 0.92 0.90
[-; -] [- -] [- -] [0.91;1.00] | [0.86;0.99] | [0.81;0.99]

Légende : BOC : bandes oligoclonales, VPP : valeur prédictive positive, VPN : valeur prédictive
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Figure 15. Analyse de survie évaluant le risque de nouvelle poussée clinique

chez les patients SCI
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Légende : La figure montre le délai d’apparition d’'une nouvelle poussée clinique selon le statut
positif (ligne bleue) ou négatif (ligne rouge) de I'index kappa (A) ou des BOC (B) chez les
patients SCI

IV.3. Discussion pour cette troisieme étude

Notre étude met en évidence l'intérét de l'index kappa pour prédire, des
I'identification de lésion suggestive de SEP symptomatique ou non, le risque de
nouvelle lésion inflammatoire radiologique ou le risque de nouvelle poussée
clinique (uniguement chez les patients SCl). Malgré la courte durée du suivi
(environ 2 ans), nos résultats sont renforcés par la comparaison de I'index kappa
avec les BOC, puisque ces dernieres sont connu pour prédire le risque de
poussée clinique chez les patients ayant présenté un premier événement

démyélinisant.®
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IV.3.a Prédictions clinique et radiologique chez les patients SCI

Nos résultats suggérent que les patients SCI avec index kappa positif ont un
risque 17 fois supérieur de nouvelle |ésion radiologique T2 comparé aux patients
avec index kappa négatif. Ce risque n’est pas calculable lorsqu’il s’agit d’estimer
le risque de nouvelle poussée clinique puisqu’aucun patient SCI avec un index
kappa négatif n’a présenté de poussée durant le suivi. Nos résultats montrent
que l'utilisation de I'index kappa permet également de quantifier le risque de
nouvelle lésion T2, puisque ce dernier est multiplié par 2 pour chaque
augmentation de 150 points de I'index kappa. En pratique clinique, cela implique
que l'index kappa peut étre utilisé de maniere dichotomique pour exclure les
patients a risque en cas d’index négatif puis, en cas d’index positif, de stratifier

ce risque sur la base de la valeur de I'index.

A notre connaissance, seules 3 autres études se sont intéressées a évaluer si

I'index kappa permettait de prédire I’évolution clinique ou radiologique chez les
. . 7 7 V' 7. . 117'118

patients ayant un premier événement démyélinisant.

’ monocentrique et rétrospective, s’est intéressée a

L’étude autrichienne,!
évaluer si l'index kappa au diagnostic pouvait prédire I'apparition d’une seconde
poussée a 4 ans, chez 88 patients SCI (dont 80% remplissaient les critéres
McDonald 2017). Trente-huit (43%) patients ont présenté une poussée durant le
suivi. Grace a un modele de Cox multivarié ajusté sur I'age, le sexe, le nombre de
|ésion radiologique T2 et T1 rehaussée par le gadolinium sur I'IRM initiale, et
I'introduction d’un traitement immuno-actif au cours du suivi, ils ont montré que
I'index kappa permettait de prédire I'apparition d’'une seconde poussée (p=.009)

et que ce risque était multiplié par 2 a 1 an et par 4 a 2 ans pour chaque

augmentation de 100 points de 'index kappa.*’
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L’étude espagnole,*®basée sur I'étude rétrospective de leur cohorte nationale,
s’est intéressée a évaluer si la positivité de I'index kappa (selon différents seuils)
permettait de prédire (i) I'apparition d’'une nouvelle poussée clinique ou (ii) la
satisfaction des critéres de DIS et DIT, a 5 ans, chez 214 patients (dont 56%
remplissaient les critéres McDonald 2017). Cent-quarante-neuf (70%) patients
ont présenté une poussée et 168 (79%) les critéres de DIS et DIT durant le suivi.
Grace a un modele de Cox multivarié incluant I'age, le nombre de lésion T2, et
les BOC comme covariables, un index kappa positif prédisait le risque de poussée
clinique avec un Hazard ratio de 2.1 (p=.035). Les BOC ne prédisait pas ce risque
de maniére statistiquement significative (Hazard ratio 1.6, p=.139).

Le méme modele était utilisé pour prédire la capacité a satisfaire les criteres de
DIS et DIT au cours du suivi. Dans ce modele, la positivité de I'index kappa
(Hazard ratio 4.9, p<.0001) et la positivité des BOC (Hazard ratio 2.2, p =.004)
prédisaient la DIS et DIT.

Enfin cette étude a aussi évalué les performances des criteres McDonald 2017
pour prédire le diagnostic de SEP en comparant |'utilisation des BOC a celle de la
positivité de I'index kappa. En faisant cela, I'utilisation de I'index kappa a la place
des BOC au sein des criteres McDonald 2017 permet d’augmenter leur précision
de 4.2% (-2.6; 11.1) avec un gain de sensibilité de 3.3% (-4.4; 11.0) et de
spécificité de 6.5% (-3.8 ; 19.4).

L’ensemble des données disponibles a ce jour suggerent donc que I'index kappa
peut étre utilisé au méme titre que les BOC, dans la réflexion diagnostique et

pronostique des patients présentant un premier événement démyélinisant.
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IV.3.b Prédiction clinique et radiologique chez les patients SRI

Nos résultats suggerent que, comme chez les patients SCI, I'index kappa prédit
le risque de nouvelle Iésion T2 au cours du suivi. En effet, les patients SRI avec
un index kappa positif ont un risque de nouvelle Iésion T2 3.6 fois plus élevé que
les patients avec index kappa négatif. Ce risque est multiplié par 2 a chaque
augmentation de 120 point de 'index kappa. Malheureusement, compte tenu
de la faible proportion de patients SRl ayant présenté un événement clinique au
cours du suivi (n=7), I'estimation d’un risque clinique n’a pas pu étre calculé.

t 19 et ont intégré deux

Les criteres diagnostics du SRI ont été révisés récemmen
éléments nouveaux: (i) la présence de BOC, et (ii) I'apparition de nouvelles
Iésions T2 au cours des IRM de suivi, tous deux étant des marqueurs prédictifs
de maladie cliniquement définie.*®!19120 Nos résultats nécessitent donc d’étre
explorés sur un plus large échantillon afin de déterminé si I'index kappa permet
de prédire I’évolution clinique chez les patients SRI. Cette question est
d’importance aujourd’hui, puisqu’il a été montré dans 2 essais thérapeutiques
randomisés indépendants, que I'utilisation de traitements immuno-actifs chez
les patients SRI retarde I’apparition des premiers symptdmes de la maladie 1?1122
Ces résultats sont aujourd’hui difficilement applicables en pratique clinique en
I'absence de biomarqueur prédictif fiable qui permette de sélectionner les

patients a traiter, puisqu’environ 50% des patients SRI ne développent pas

d’événement clinique a 10 ans.’

IV.3.c Prédiction du handicap chez les patients SEP

123

Une équipe suédoise a évaluée la capacité de l'index kappa a prédire

I’aggravation du handicap neurologique indépendant des poussées (PIRA) 12

chez 131 patients SCI (87% remplissant les criteres McDonald 2017) recrutés
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rétrospectivement a partir de données de registre. Le délai médian de suivi était
de 41 mois, au cours duquel 18 (14%) patients ont été classés PIRA (progression
indépendant of relapse activity). Grace a un modéle de Cox multivarié, ajusté sur
I’age, le sexe, 'initiation d’un traitement immuno-actif, et I'activité de la maladie
au diagnostic, les auteurs montraient que I'index kappa prédisait le PIRA (Hazard
ratio 1.005, p=.002). Les patients ayant un index kappa > 100 avait un risque
multiplié par 4 de développer un PIRA par rapport aux patients avec index kappa

faible.

Une équipe espagnole % a étudiée si I'index kappa permettait de prédire le
temps d’apparition d’un handicap neurologique (basé sur le fait que les patients
devaient atteindre un EDSS > 3.0) en étudiant rétrospectivement 52 patients
SEP. La durée du suivi était de 5 ans et le score EDSS médian a I'inclusion était a
2.0. Sept (13%) patients ont atteints un score EDSS a 3.0 durant 'étude. Le
modele de Cox multivarié incluant comme covariable I'age, le sexe, et I'EDSS
initial montrait qu’un index kappa > 58 prédisait le handicap neurologique a 5

ans (Hazard ratio 12.4, p=.047).
En I'absence d’étude validant ces données préliminaires, aucune conclusion ne
peuvent étre clairement établies méme s’il semblerait que I'index kappa pourrait

avoir un role dans la prédiction du handicap neurologique.

Ce travail (disponible a la fin de la thése, Annexe 4) a été publié dans le journal

Neurology Neuroimmunology Neuroinflammation (Rang A, IF 11.36).
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Points clés de la troisieme étude

e L’index kappa, mesuré a la phase diagnostique, prédit I'apparition de
nouvelles Iésions radiologiques a court terme chez les patients SCI et SRI

e L’'index kappa, mesuré a la phase diagnostique, prédit I'apparition d’une
nouvelle poussée clinique a court terme chez les patients SCI

e L’'index kappa semble mieux prédire I'évolution clinico-radiologique a
court terme que les BOC

e [’utilisation de I'index kappa comme variable quantitative permet de

mesurer le risque évolutif des patients SCl et SRI
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V. Conclusions et perspectives

La synthese intrathécale d’immunoglobulines, actuellement prouvée par la
présence de BOC surnuméraires dans le LCR, est un élément qui permet de
prouver indirectement la présence d’une activité lymphocytaire B méningée. Cet
outil est primordial dans la démarche diagnostique des patients suspects de
maladie inflammatoire neurologique centrale — mais également pronostique
chez les patients atteints de SEP si bien que les criteres diagnostics actuels inclus
la présence de BOC comme biomarqueur remplacant la dissémination
temporelle.

Les résultats de cette these, en accord avec d’autre travaux menés de maniére
indépendante, montrent que la mise en évidence d’une synthese locale de CLL
kappa, par le calcul de I'index ou de la Fl kappa, est un outil diagnostic au moins
aussi efficace que les BOC pour identifier les patients atteints de SEP. Notre
travail démontre que l'utilisation en pratique clinique de l'index kappa est
équivalente a celle de la FI kappa, décrite par certaines équipes comme
supérieure. L'index kappa est un outil d’autant plus robuste que sa valeur n’est
pas influencée par la présentation clinique de la maladie ou la prise de
traitement immuno-actif avant le recueil, élément important, puisqu’une
corticothérapie est parfois débutée en urgence.

La derniéere partie de cette these met également en avant I'intérét pronostic de
I'index kappa, étant un marqueur d’évolution clinique et radiologique des
patients présentant un premier événement cliniqgue évocateur de SEP. Ce travail,
associé a celui de Arrambide et al. et Berek et al.}*”1® doivent faire considérer le
dosage des CLL kappa, au méme titre que les BOC, comme référence pour
prouver une synthese locale d'immunoglobulines, permettant de satisfaire la
dissémination temporelle chez les patients présentant une premier événement

clinique démyélinisant.
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L'intérét des CLL kappa chez les patients SRI n’est pas aussi clairement
démontrée. Notre travail suggere que l'index kappa est un outil prédictif
d’évolution radiologique avec des performances, encore une fois, au moins
équivalentes a celle des BOC. En revanche, aucune conclusion ne peut étre tirée
sur sa capacité a prédire le risque de conversion clinique. Cette question devra
faire I'objet d’'une étude spécifique avec des effectifs plus importants, dont les

conclusions pourraient aboutir a des recommandations thérapeutiques.

De nombreuses questions restent non résolues :

Malgré la bonne sensibilité des CLL kappa pour le diagnostic de SEP, il n’en
demeure pas moins qu’une faible proportion (environ 10%) de patients ne
présentent pas de synthése locale de CLL.

Il n’existe, a notre connaissance, aucune étude ayant décrit le phénotype clinico-
radiologique de ces patients. Nous menons actuellement une étude
rétrospective et monocentrique, dont I'objectif est de décrire le phénotype des
patients ayant (i) un diagnostic de SEP et (ii) un index kappa < 10. Une seconde
étude sera initiée, sur cette méme cohorte, visant a doser une nouvelle fois les
CLL kappa sur échantillon congelé afin de vérifier la reproductibilité de la
mesure. Cette étude permettra de déterminer I'intérét d’un second dosage chez
des patients hautement suspect de SEP et pour lesquels la premiere

détermination des CLL kappa est négative.

Certaines maladies auto-immunes du SNC peuvent aussi présenter une forte

activité lymphocytaire B méningée, comme la neuroborreliose 1%

ou
I’astrocytopathie & anticorps anti-GFAP.12>'%6 Méme s’il ne s’agit pas de
pathologies frontieres avec la SEP, leur sous-représentation au sein des
populations controles tend a surestimer les capacités diagnostiques des CLL

kappa dans la SEP. Nous menons actuellement une étude rétrospective bi-
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centrique en collaboration avec le Centre de Référence des syndromes
neurologiques paranéoplasiques et encéphalites auto-immunes de Lyon dont le
but est de comparer les valeurs d’index kappa entre des patients SEP, anti-GFAP,
et anti-LGI1 (patient controle négatif) et de déterminer l'intérét pronostic de

I'index kappa chez les patients avec maladie médiée par les anti-GFAP.
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Identification des profils cytokiniques impliqués dans les maladies auto-immunes du systéme nerveux central
Titre abrégé : CyBIRD study

Promaoteur de I'étude : CHU de Nice — Délégation a la Recherche Clinigue et 4 I'lnnovation- 4, avenue Reine Victoria - BP
1179 - 06003 Nice Cedex1 - Tel: 04 92 03 40 11 - Fax: 04 92 03 40 75

Investigateur coordonnateur: Michael LEVRAUT - Unité de recherche clinique URRIS-UR2CA - Hépital Pasteur2 - 30 voie
Romaine - 06000 — Nice - Tel : 04.92.03.80.15 — Fax : 04.92.03.90.17

Lettre d’information aux Patients

Introduction

Vous étes pris en charge au sein de L'Hopital de Jour
(I'HDJ) de Neurologie du Centre Hospitalier Universitaire
de Nice (CHU de Nice) pour une suspicion de maladie
inflammatoire. Lors de votre prise en charge, un bilan
biologique est systématiquement réalisé.

A l'occasion de ce bilan, nous souhaitons utiliser des
échantillons biclogiques destinés & des fins de recherche

exclusivement.

Avant de prendre votre décision, il est important gque
vous compreniez pourgquoi cette étude est réalisée et ce
gu'elle implique. Ce document est une lettre
d’information, prenez le temps nécessaire pour la lire, et
discutez-en avec vos proches si vous le souhaitez.
N’hésitez pas a poser toutes vos questions au médecin
qui vous suit dans le cadre de cette étude si vous
souhaitez plus d'informations.

Si vous refusez de participer faites le savoir au médecin
et a I'équipe de I'HDJ. Un refus de votre part ne
modifiera en rien votre prise en charge médicale
ultérieure. Vous é&tes libre d'interrompre votre
participation a tout moment. Une copie de cette lettre
d'information vous sera remise.

Quel est I'objectif de cette étude ?
L'objectif est d'identifier des biomarqueurs spécifiques
pour le diagnostic des maladies inflammatoires.

Pourquoi me propose-t-on de participer a cette étude ?
Vous avez été choisi(e) car votre profil correspond aux
besoins de I'étude : vous venez a 'HDJ de Neurologie
pour un bilan diagnostic.

Suis-je obligé(e) de participer ?

Votre participation a cette étude est entierement libre et
volontaire. Cette étude ne modifie pas les soins et les
traitements qui vous seront dispensés.

Combien de personnes participeront a cette étude ?
Cette étude représente entre 50 et 75 patients par an.

Que dois-je faire si je participe ?

Si vous étes d'accord, nous utiliserons 25 plL de sang et
25 pl de liquide céphalorachidien recueillis lors de votre
bilan pour cette étude.

Quels sont les risques prévisibles de cette étude ?

Cette étude est dite « non interventionnelle », c'est-a-
dire quelle ne modifie pas votre prise en charge, ni les
rapports que vous avez avec votre médecin. Il n'y a pas

de risque attendu & participer a cette étude.

Toutes les précautions nécessaires sont prises pour
assurer la sécurité de wvos données médicales
personnelles, identifiées par un numéro de participation
sans mention de vos nom et prénom. Les informations
qui peuvent vous identifier sont présentes uniguement

dans un répertoire sécurisé et seront détruites en fin
d’étude.

Conformément a la législation frangaise en vigueur, le
protocole a regu I'avis favorable du Comité de Protection
des Personne XXX en date du XX/XX/XXXX. Ce comité a
pour mission de vérifier la pertinence scientifique de
I'étude, les conditions requises pour votre protection et
le respect de vos droits.

Quels sont les bénéfices liés & ma participation a cette
étude ?

Cette étude est destinée uniquement a la recherche.
Vous ne tirerez aucun bénéfice direct de wotre
participation a I'étude. Les résultats de I'étude pourront
aider les médecins neurologues dans le futur pour
diagnostiquer les maladies.

Que se passera-t-il si je décide de me retirer de I'étude ?
Vous pouvez & tout moment décider de vous retirer de
cette étude pour quelle gue raison gue ce soit, sans que
cela ne modifie la relation que vous avez avec le médecin
qui vous suit dans le cadre de cette étude ou avec votre
médecin traitant. Si vous changez d'avis et décidez de ne
plus participer & cette étude, vous pourrez demander la
destruction des données collectées vous concernant.

Ma participation a I’étude restera-t-elle confidentielle ?
Dans le cadre de la recherche médicale a laguelle le
service vous propose de participer, un traitement de vos
données personnelles va étre mis en ceuvre pour
permettre d’analyser les résultats de la recherche au
regard de |'objectif de cette derniére.

A cette fin, les données médicales vous concernant et les
données relatives a vos habitudes et votre qualité de vie,
seront transmises au promoteur de la recherche ou aux
personnes agissant pour son compte, en France. Ce
recueil concerne vos données de santé et seront
identifiées par un numérc de code et la premiére lettre
de votre nom ainsi que la premiére lettre de wvotre
prénom.

Ces données pourront également, dans des conditions
assurant leur confidentialité, étre transmises aux
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autorités de santé francaises ou étrangéres, a d'autres
entités du CHU de NICE. Le traitement de ces données
est conforme a la loi Informatigue et Libertés n® 78-17 du
6 janvier 1978 modifiée et ainsi qu'au réglement (UE)
2016/679 du Parlement européen et du Conseil du 27
avril 2016 applicable a compter du 25 mai 2018
(réglement général sur la protection des données). La
base juridique de ce traitement est l'intérét légitime
poursuivi par le CHU de Nice pour améliorer la prise en
charge de cette pathologie.

Le responsable du traitement informatique est le
Directeur Général du CHU de Nice. Le CHU de Nice a
désigné un Délégué a la Protection des Données (DPQ)
que vous pouvez joindre au dpo@chu-nice.fr et qui
pourra répondre a toutes vos questions concernant la
protection des données personnelles.

Vous pouvez exercer votre droit d'accés et de
rectification aux informations qui vous concernent, ou
une limitation du traitement relatif 3 votre personne en
écrivant au Délégué a la Protection des Données (DPQO)
du CHU de NICE. De méme vous aurez le droit de vous
opposer au traitement automatisé des données vous
concernant et vous avez également le droit de porter une
réclamation auprés de la Commission nationale
Informatique et Libertés si vos données ne sont pas
traitées conformément a la réglementation des données
personnelles

Les données de |'étude pourront étre publiées dans des
journaux médicaux et scientifiques sans que votre
identité soit révélée. Le promoteur est responsable du
traitement des données de I'étude qui seront conservées
15 ans.

Gestion des données et publication des résultats

Les données recueillies & I'occasion de cette recherche
feront I'objet d'un traitement informatisé a des fins de
saisie, d'analyse statistique et d'édition de résultats,
coordonné et réalisé par le Centre Hospitalier
Universitaire de Nice. Les résultats de I'étude pourront
étre publiés dans des revues scientifiques, mais votre
identité ne sera jamais révélée. Vous pouvez étre tenu(e)
informé(e) des résultats globaux de la recherche une fois
que celle-ci sera achevée, comme le prévoit |'article
L1122-1 du code de la Santé Publique. Pour cela veuillez
en faire la demande au médecin qui vous suit pour
I"étude.

Nous vous remercions d'avoir pris connaissance de ce
document et de votre éventuelle participation a I'étude.
Si vous avez des guestions, n'hésitez pas a les poser au
meédecin investigateur.

Michael LEVRAUT

Unité de recherche clinique URRIS-UR2CA
Hépital Pasteur2

30 voie Romaine

06000 - Nice

Tel : 04.92.03.80.15
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Introduction: Many patients are referred to multiple sclerosis (MS) tertiary centers to
manage brain white matter hyperintensities (WMH). Multiple diagnoses can match in such
situations, and we lack proper tools to diagnose complex cases.

Objective: This study aimed to prospectively analyze and correlate with the final
diagnosis, cerebrospinal fluid (CSF) interleukin (IL)-1B, soluble IL-2 receptor (CD25), IL-
6, IL-10, and kappa free light chains (KFLC) concentrations in patients presenting with
brain WMH.

Methods: All patients over 18 years addressed to our MS tertiary center for the diagnostic
workup of brain WMH were included from June 1, 2020, to June 1, 2021. Patients were
separated into three groups—MS and related disorder (MSARD), other inflammatory
neurological disorder (OIND), and non-inflammatory neurological disorder (NIND) groups—
according to clinical presentation, MRI characteristics, and biological workup.

Results: A total of 176 patients (129 women, mean age 45.8 + 14.7 years) were included.
The diagnosis was MSARD (n = 88), OIND (n = 35), and NIND (n = 53). Median CSF KFLC
index and KFLC intrathecal fraction (IF) were higher in MSARD than in the OIND and NIND
groups; p < 0.001 for all comparisons. CSF CD25 and IL-6 concentrations were higher in
the OIND group than in both the MSARD and NIND groups; p < 0.001 for all comparisons.
KFLC index could rule in MSARD when compared to NIND (sensitivity, 0.76; specificity,
0.91) or OIND (sensitivity, 0.73; specificity, 0.76). These results were similar to those with
oligoclonal bands (sensitivity, 0.59; specificity, 0.98 compared to NIND; sensitivity, 0.59;
specificity, 0.88 compared to OIND). In contrast, elevated CSF CD25 and IL-6 could rule
out MSARD when compared to OIND (sensitivity, 0.58 and 0.88; specificity, 0.95 and
0.74, respectively).
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Discussion: Our results show that, as OCBs, KFLC biomarkers are helpful tools to rule in
MSARD, whereas elevated CSF CD25 and IL-6 rule out MSARD. Interestingly, CSF IL-6
concentration could help identify neuromyelitis optica spectrum disorder, myelin
oligodendrocyte glycoprotein antibody-associated disease, and central nervous system
(CNS) vasculitis. These results need to be confirmed within more extensive and
multicentric studies. Still, they sustain that KFLC, CSF CD25, and CSF IL-6 could be
reliable biomarkers in brain WMH diagnostic workup for differentiating MSARD from other
brain inflammatory MS mimickers.

Keywords: white matter hyperintensities, multiple sclerosis, biomarker, IL-6, sIL-2R, kappa free light chains

INTRODUCTION

Multiple sclerosis (MS) is a chronic inflammatory and
demyelinating central nervous system (CNS) disease. It
presents as relapsing clinical demyelinating events or a
progressive worsening neurological deficit disease with
suggestive white matter hyperintensities on the brain or spinal
cord MRI T2-weighted images. Clinical research has focused on
diagnosing MS as early as possible to prevent relapse and
disability by initiating disease-modifying treatments. In this
condition, many patients may have an early demyelinating
disease diagnosis: i) after a single demyelinating event (1, 2) or
ii) before any clinical event (3, 4). In early-MS patients, biology
may have an essential role in identifying an intrathecal B-cell
activation by the detection of cerebrospinal fluid (CSF)
oligoclonal bands (OCBs) on isoelectric focusing, which can
replace dissemination in time in patients presenting with a
typical first demyelinating event (1, 2). Unfortunately,
misdiagnosis may occur in such situations (5, 6), while many
other neurological diseases may mimic early MS (6, 7).

The immunopathology of MS is complex and implicates a
large number of cells. CD4+ Thl and Th17 cells are thought to
promote while CD4+ Th2 and Treg cells are thought to
downregulate inflaimmation in MS (8-10). B cells are also
crucial effector cells in MS (11). In contrast, i) B cell-depletive
therapies are effective in relapsing MS (12, 13), and ii) intrathecal
immunoglobulin synthesis is part of the MS diagnostic criteria
(1). However, we lack a reliable biomarker that could help
separate MS from other inflammatory-mimicking diseases to
avoid misdiagnosis.

During the last decade, many biomarkers have been explored.
Kappa free light chains (KFLC), low-weighted immunoglobulin
compounds, are a reliable biomarker in MS (14-16). This activated
B-cell biomarker has the advantage, compared to OCBs, to
quantify intrathecal B-cell activity by an automatized procedure.
However, prospective data on the effectiveness of KFLC
biomarkers are poor (14). Cytokines are low-molecular-weight
proteins secreted by many cells, implicated in many immune
functions, such as chemotaxis, activation, or repression of the
immune cells. In autoimmune CNS diseases, cytokine
measurement may reflect a unique immunopathological profile
and help etiological diagnosis. It has been shown that CSF
interleukin (IL)-6 is increased in neuromyelitis optica spectrum

disorders (NMOSD) or in myelin oligodendrocyte glycoprotein
antibody-associated disease (MOGAD) compared to MS (17).
Soluble IL-2 receptor (s-IL2R), also called CD25, is increased in
many CNS granulomatosis, such as neurosarcoidosis or in
infectious meningitis (18), and CSF IL-10 is now part of the
diagnostic workup in CNS lymphoma (19). However, our
knowledge about cytokine expression in such diseases comes
from retrospective cohorts. Based on these data, our MS tertiary
center included OCBs, KFLC, and CSFIL-1f, sIL-2R, IL-6, and IL-
10 concentration measurement in the routine diagnostic workup
of patients presenting with white matter hyperintensities
suggestive of MS.

Therefore, in this study, we prospectively evaluated the
expression of KFLC biomarkers and CSF concentration of IL-
1B, sIL-2R (CD25), IL-6, and IL-10, and we correlated each
biomarker measurement with diagnosis in patients referred to
our MS center for suspected MS.

METHODS

Patients

All patients referred to our MS tertiary center in the University
Hospital of Nice, France, were eligible for the study from June 1,
2020, to June 1, 2021. Patients were included if they i) were at
least 18 years old and ii) had brain white matter hyperintensities
on MRI T2-weighted images. According to routine care, all
patients underwent the same diagnostic workup with a blood
and CSF analysis and 3-T brain MRI.

At the end of the diagnostic workup, patients were separated
into three groups according to their diagnosis. First, patients
were divided as having an inflammatory or a non-inflammatory
CNS disorder according to clinical presentation, MRI
(topography, number, size, and gadolinium enhancement of
the lesions), and biology (identification of blood or CSF red
flags for MS). All non-inflammatory diagnoses were pooled
together as a control group named non-inflammatory
neurological disorder (NIND). Patients identified as having an
inflammatory CNS disorder were separated into two groups.
Patients who fulfilled the 2017 McDonald criteria for MS and
clinically isolated syndrome (CIS) (1), or the 2009 criteria for
radiologically isolated syndrome (RIS) (3, 20), were pooled
together into the MS and related disorder (MSARD) group.
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The other inflammatory patients were pooled together as having
another inflammatory disease: the other inflammatory
neurological disease (OIND) group.

A non-opposition to research was obtained for each patient
according to French law. Our institutional review board
approved the study design, and the study was registered on
Clinical Trial (NCT05056740) as the CyBIRD (Cytokine and
Brain Inflammatory Related Disorders) Study.

Kappa Free Light Chains and

Cytokine Measurement

Blood and CSF were collected the same day for all patients. Fluids
were sent within 2 h after collection into the Immunology
Laboratory of Nice's University Hospital.

Detection of OCBs was performed by isoelectric focusing and
subsequent immunoglobulin using IgG-specific antibody
staining. OCB patterns were evaluated by experienced
biologists and classified as negative or positive. A cutoff =2
CSF-restricted bands was used to define OCB positivity. CSF
KFLC was measured on fresh samples using the turbidimetric
analyzer Optilite® (The Binding Site, Birmingham, UK) with the
serum-free light chain immunoassay Freelite™ (The Binding Site,
Birmingham, UK). Serum and CSF albumin were also measured
with the same turbidimetric analyzer and permitted to calculate
KFLC index and KFLC intrathecal fraction (KFLC IF) as follows:

(i) KFLC index = KFLC quotient/albumin quotient with:

KELCquotient = CSFKFLC/serumKFLC

Albuminguotient = CSFalbumin/serumalbumin

(i) KLC IF was determined with Reiber’s formula (21):

KFLCIF(%) = (KFLC,, / CSFKFLC) % 100 with
KFLC,,, = (KFLCquotient | KFLCquotient(lim) ) x serum KELC with
KFLCquotient(lim) = 3.27 (albuminguotient® + 33)"* = 8.2(x107)

The turbidimetric analyzer's lower detection limit (LDL) for
KFLC was 0.33 mg/L. For patients with CSF KFLC concentration
lower than the LDL, an empirical value of KFLC = LDL/2 = 0.16
mg/L was assigned.

For cytokine measurement, CSF was directly centrifuged and
kept frozen at —80°C until there were enough stored samples to
perform analysis (16-well cartridges). CSF was thawed once, just
before cytokine analysis. CSF IL-1p, sIL-2R (or CD25), IL-6, and
IL-10 concentration were determined using a mixture of 25 pl of
CSF and buffer, in a custom-designed cartridge Ella
(ProteinSimple, Santa Clara, CA, USA) for the detection of IL-
1B, sIL-2R, IL-6, and IL-10, according to the manufacturer's
instructions. The LDL of ELISA kits for cytokine measurement
was 0.32 pg/ml for IL-1p, 6.56 pg/ml for sIL-2R, 0.5 pg/ml for IL-
6, and 1.16 pg/ml for IL-10. As for CSF KFLC measurement,
when the CSF cytokine concentration was under the LDL, an
empirical CSF cytokine value of LDL/2 was assigned.

Statistical Analysis
Statistical analysis was performed using the online application
EasyMedStat (version 3.14; www.easymedstat.com).

Data were presented as means with their SD for continuous
values and counts and percentages for categorical variables for
descriptive statistics. The data’s normality and heteroscedasticity
were assessed using the Shapiro-Wilk and Levene’s tests.
Constant values were compared using the Mann-Whitney U
test. When more than two groups needed to be compared, the
Kruskal-Wallis test was performed with a post hoc Conover’s
multiple comparison test. Categorical variables were compared
using the chi-square test. Receiver operating characteristic
(ROC) curves were used to assess the ability of each biomarker
to predict MSARD diagnosis and to calculate the area under the
curve (AUC). DeLong's test was performed to make pairwise
comparisons of the predictive biomarkers according to MSARD
diagnosis. The test implementation follows “Fast
Implementation of DeLong's Algorithm for Comparing the
Areas Under Correlated Receiver Operating Characteristic
Curves, by Xu Sun and Weichao Xu.” An optimal threshold
that best discriminates MSARD from control populations was
then determined with Youden’s index. Based on the defined
threshold values, patients were classified as positive or negative
for each biomarker as a binary result. Sensitivity, specificity, and
positive and negative predictive values were then calculated for
each biomarker. All comparisons were two-tailed. To identify the
impact of demographic and clinical features on each biomarker
concentration, CSF KFLC, IL-6, and CD25 were included in a
multivariate linear regression model. According to the three
identified groups, the explanatory variables were age, gender,
disease duration, immune-modifying drug use at sampling, and
final diagnosis. Data were checked for multicollinearity with the
Belsley-Kuh-Welsch test. Patients with missing data were
excluded from the analysis. The differences were considered
significant when the p-value was <0.05.

RESULTS
Study Cohort

In the study period, two hundred seventeen patients have been
referred to our center for brain white matter T2 hyperintensities.
Forty-one patients were excluded because of subnormal brain
MRI or age <18 years. One hundred seventy-six patients were
included in the study. After the diagnostic workup, patients were
separated into the following groups: 88 patients (50%) in the
MSARD group, 35 (20%) in the OIND group, and 53 (30%) in
the NIND group (flowchart available in the Supplementary
Material, Figure 51). MSARD patients were younger than
OIND (p = 0.002) and NIND patients (p = 0.001). All MSARD
patients, except for RIS, experienced a clinical demyelinating
event, while 63% and 0% in the OIND and NIND groups,
respectively, experienced the same (p < 0.001 for both
comparisons). All groups were comparable for immune
treatment exposure at sampling. MSARD patients had lower
CSF protein level (p < 0.001), CSF white blood cell count (p <
0.001), and albumin quotient {p < 0.001) than had OIND
patients but had a higher level of CSF immunoglobulin G
(IgG) and positive OCB status (p = 0.005 and p < 0.001,
respectively). All characteristics are shown in Table 1.
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Quantification of Kappa Free Light

Chains Biomarkers

Median values of CSF KFLC (Figure 1A), KFLC index
(Figure 1B), and KFLC IF (Figure 1C) were higher in the
MSARD group (2.59 (IQR 9.18) mg/L; 37.80 (IQR 132.07);
95.06% (IQR 22.09%), respectively) than in the NIND group
(0.16 (IQR 0.06) mg/L, p < 0.001 for CSF KFLC; 2.38 (IQR 1.82),
p < 0.001 for KFLC index; 10.11% (IQR 38.10%), p < 0.001 for
KFLC IF) and the OIND group (0.43 (IQR 1.03) mg/L, p = 0,001
for CSF KFLC; 4.53 (IQR 7.35), p < 0.001 for KFLC index;
60.21% (IQR 66.98%), p < 0.001 for KFLC IF).

In the MSARD group, median values of CSF KFLC (figure in
the Supplementary Material, Figure 82A), KFLC index (Figure
§2B), and KFLC IF (Figure §2C) were lower in CIS (0.63 (IQR
1.64) mg/L, 14.2 (IQR 22.2), and 75.1% (IQR 87.19%),
respectively) than in MS patients (3.8 (IQR 10.1) mg/L, 69.1
(IQR 161.23), and 96.6% (IQR 11.1%), respectively; p < 0.001 for
all comparisons). There was no difference of KFLC biomarkers
values between MS and RIS patients (3.4 (IQR 11.2) mg/L, 48.5
(IQR 213.6), and 94.2% (IQR 73.9%), for CSF KFLC (p = 0.403),
KFLC index (p = 0.377), and KFLC IF (p = 0.320), respectively).

Quantification of Cerebrospinal Fluid

IL-1B, CD25, IL-6, and IL-10

CSF concentration of IL-1f was often under the LDL of the
analyzer (68% of the all cohort). Therefore, median values of

TABLE 1 | Baseline demographic and dinical data.

CSF IL-1]} (Figure 2A) were similar between groups: 0.16 (IQR
0.20) pg/ml in the MSARD group, 0.16 (IQR 0.17) pg/ml in the
NIND group, and 0.16 (IQR 0.32) pg/ml in the OIND group.
Median values of CSF CD25 (Figure 2B) were higher in the OIND
group (459 (IQR 65.75) pg/ml) compared to the MSARD group
(19.35 (IQR 12.12) pg/ml, p < 0.001), and the NIND group (15.7
(IQR 8.60) pg/ml, p < 0.001). Similar to CSF CD25, median values
of CSF IL-6 (Figure 2C) were higher in the OIND group (13.6
(IQR 48.90) pg/ml) compared to the MSARD group (299 (IQR
167) pg/ml, p < 0.001), and the NIND group (2.68 (IQR 2.07) pg/
ml, p < 0.001). CSF IL-10 concentration was under the LDL in
most of the MSARD patients (67%) and the NIND patients (91%).
Median values of CSF IL-10 (Figure 2D) were higher in the OIND
group (140 (IQR 3.99) pg/ml) compared to the MSARD group
(0.58 (IQR 0.69) pg/ml, p < 0.001) and the NIND group (0.58 (IQR
0.1) pg/ml, p = 0.002).

In the MSARD group, median values of CSF CD25 (Figure
83A) were higher in MS (20.5 (IQR 16.3) pg/ml) than in CIS
patients (14.6 (IQR 11.4) pg/ml), p = 0.023. CSF CD25 median
values were similar between MS and RIS patients (20.3 (IQR 7.9)
pe/ml), p = 0.836. Median values of CSF IL-6 (Figure $3B) and
IL-10 (Figure S3C) were similar between MS (3.1 (IQR 1.6) and
0.58 (IQR 0.8) pg/ml, respectively), RIS (2.5 (IQR 1.7) and 0.58
(IQR 0.2) pg/ml, respectively), and CIS patients (2.9 (IQR 2.1)
and 0.58 (IQR 0.1) pg/ml, respectively), p > 0.1 for
all comparisons.

MSARD OIND group n = 35 p-Value NIND group n = 53 p-Value
group n = B8 MSARD vs. OIND MSARD vs. NIND
Median age, [IOR] 416 130 50.7 £ 17.0 0.002 49.5+ 135 0.001
Female gender, n (%) 67 (76) 18 (54) 0.028 43 (B1) 0535
Type of disease, n (%) MS, 58 (66) NMOSD/MOGAD, 9 (26) - Migraing, 13 (25) -
CIS, 22 (25) CNS vasculitis, 9 (26) SCVD, 18 (34)
RIS, B (9 CNS lymphoma, 3 (9) Stroke, 3 (6)
Immune encephalitis, 2 (6) Ischemic ON, 1 (2)
CNS infection, 2 (6 Myelopathy, 3 (6)
Neurosarcoidosis, 2 (6) Cerebellar atrophy, 2 (4)
Other, 8 (23} Mechanical, 8 (11)
Other, 7 (13
Clinical event, n (%) B0 (91) 22 (63). «<0.001 0 () <0.001
Optic neuritis, n (%) 78 4(11) - 0 (0}
Myelitis, n (%) 41 {47 B(23) - 0 0}
Brainstemn/cerebellar, n (%) 20 (23 4(11) - 0 0}
Other, n (%) 12(13 6(16) - 0{0)
Autoimmune medical history, n (%) 14 (16 6(17) 1 16 (30 0.056
Immune-modifying drug at sampling, n (%) 8(9) 5(15) 0.349 6(11) 0.773
Gadolinium enhancement on baseline MRI, n (%) 28 (33 21 (60 0.008 2(4) <0.001
Median disease duration (months), [IQR] 5.3[1.3; 35.5] 1.3[0.3;2.9] «<0.001 12.3 [3.8; 19.5] 0.108
Median CSF protein concentration (g/L), [QR] 0.33[0.27; 0.40] 0.450.31; 0.94) <0.001 0.33 [0.26; 0.48] 0.667
Median CSF WBC count (), [|QR] 2 [0 5] 20, 25] «<0.001 0 [0; 1] 0.015
Median albumin quotient (%), [IGR] 0.44 [0.33; 0.58] 0.71[0.51; 1.45) «<0.001 0.47 [0.36; 0.66] 0.308
Median 1gG index, [IQR] 0.75[0.61; 0.99] 0.60 [0.50; 0.71] 0.005 0.56 [0.50; 0.61] <0.001
Median serum KFLC (mg/L), |IQR] 13.8(11.7,16.2] 15.0[11.5; 19.6] 0017 13.711.2, 16.8] 0.258
Positive OCBs status, n (%} 52 B0y 4(11) <0.001 12 <0.001

CIS, clirically isolated syndrome; CNS, the cenfral nenvous system; CSF, carebrosgpinal fluid; I1QR, inferquartie range; KFLC, kappa free ight chains; MOGAD, myeilin oligodendrocyte
gheopmoiein antibody-associated disease; MS, multiple sclerosis; MSARD, mulfiple sclerosis and melated disorder; NIND, non-inflammatory newrclogical disorder, NMOSD, neuromyeltis
optica spactrum disorder; OCBs, oligoclonal bands; OIND, other inflammatory neurological disorder; ON, opfic neuritis; RIS, radiclogically isolated syndrome; SCVD, smal cerebral vessel
dissase; WBC, white blood' call

‘Clinical avent non-evocative of damyelinating events (opfic newrtis presenfed as an acule and non-painful event, mysiopathies presanted as progressive mofor weakness of lower imbs).
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FIGURE 1 | Quantification of CSF KFLC (mg/L) &), KFLC index (B), and KFLC IF (%) into groups {€). MSARD, multiple sclerosis and related disorder (n = 88);
NIND, non inflammatory neurological disorder (n = 53); OIND, other inflammatory neurological disorder (n = 35). ™ determined a p-value < 0.01. ™" determined a p-
value < 0.001. CSF, cerebrospinal fluid; KFLC, kappa free light chains; IF, intrathecal fraction.

Biomarker Diagnostic Performances

We analyzed the ability of the KFLC index, KFLC IF, CSF CD25,
CSF IL-6, and CSF IL-10 to diagnose MSARD i) against a non-
inflammatory-mimicking disease by the comparison of the
MSARD and NIND groups and ii) against another
inflammatory-mimicking disease by the comparison of the
MSARD and OIND groups. CSF IL-1B was not analyzed
because of its low CSF concentration in most patients.

Kappa Free Light Chains Biomarkers
Performed Better Than Cerebrospinal Fluid
CD25, IL-6, and IL-10 in Separating Multiple
Sclerosis and Related Disorder From
Non-Inflammatory Neurological Disorder
KFLC index and KFLC IF had similar, and good, overall
performances (AUC, 0.900 [0.849; 0.952] and 0.887 [0.830;
0.943], respectively) to diagnose MSARD compared to NIND.
However, CSF CD25, CSF IL-6, and CSF IL-10 had lower
performances (AUC, 0.596 [0.501; 0.690], 0.569 [0.467; 0.671],
and 0.627 [0.565; 0.688], respectively) than both KFLC
biomarkers (p < 0.001 for all comparisons). The thresholds
that best separated MSARD from NIND were 8.4 for KFLC
index, 73.1% for KFLC IF, 21.5 pg/ml for CSF CD25, 2.0 pg/ml
for CSF IL-6, and 1.2 pg/ml for CSF IL-10. All data are shown in
Table 2, and the ROC curves are available in the Supplementary
Material (Figure S4A).

These cutoffs, KFLC index, KFLCIF, CSF CD25, IL-6, and IL-
10 were changed into binary variables, and patients were
categorized as positive or negative for each biomarker.

As shown in Table 3, both OCBs and the KFLC index had
good overall performances for MSARD diagnosis as compared to
NIND. OCBs were more specific than the KFLC index (0.98 vs.
0.91, respectively) but less sensitive (0.59 vs. 0.76, respectively).
However, the KFLC index diagnostic accuracy seemed to be
higher than OCBs’ (0.82 vs. 0.74). Interestingly, the combination
ofan elevated KFLC index and CSF IL-6 had the same specificity
for MSARD diagnosis than OCBs (specificity of 0.96 vs. 0.98,
respectively) with a higher sensitivity (0.69 vs. 0.59, respectively)
and higher diagnostic accuracy (0.79 vs. 0.74).

Cerebrospinal Fluid IL-6, CD25, and Kappa

Free Light Chains Index Showed Good
Performances in Diagnosing Multiple Sclerosis

and Related Disorder Compared to Other
Inflammatory Neurological Disorder

When comparing MSARD to OIND, KFLC index showed better
diagnostic performances than KFLC IF (AUC, 0.823 [0.746;
0.900], and 0.745 [0.652; 0.838] respectively, p = 0.008). In
contrast with the comparison with the NIND group, in this
situation, CSF CD25 and CSF IL-6 showed good diagnostic
performances (AUC, 0.770 [0.656; 0.885], and 0.874 [0.798;
0.950], respectively), statistically similar to the KFLC index (p =
0.358, and p = 0436, respectively). However, diagnostic
performances of CSF IL-10 (AUC, 0.680 [0.566; 0.794]) were
lower than those of both KFLC index (p = 0.02) and IL-6 (p <
0.001). The thresholds that best separated MSARD from OIND
were 13.1 for KFLC index, 82.8% for KFLC IF, 41.5 pg/ml for CSF
CD25, 4.1 pg/ml for CSF IL-6, and 2.4 pg/ml for CSF IL-10.
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FIGURE 2 | Quantification of CSF IL-1f (A), CD25 {sIL-2R} (B), IL-6 {C), and IL-10 (D) into groups. MSARD, muttiple sclerosis and related disorders = 88); NIND,
non-inflammatory neurclogical disorders (n = 53); OIND, other inflammatory neurological disorders (n = 35); ns, non-significant (p > 0.05). *p < 0.05. "p < 0.01. *p <

0.001. CSF, cerebrospinal flud.

All data are shown in Table 2, and the ROC curves are available in
the Supplementary Material (Figure S4B).

As shown in Table 4, CSF IL-6 could separate both groups
with better sensitivity and the same specificity than OCBs and a
better specificity for the same sensitivity than the KFLC index
(sensitivity of 0.74, 0.59, and 0.73 and specificity of 0.88, 0.88,
and 0.76 for CSF IL-6, OCBs, and KFLC index, respectively). The
better specific combination for MSARD diagnosis in such a
situation was the association of low CSF IL-6 and CD25
(sensitivity 0.72, specificity 0.94).

Kappa Free Light Chains Index, Cerebrospinal

Fluid CD25, and Cerebrospinal Fluid IL-6

Diagnostic Performances Needed to Be

Studied in Homogenized Other Inflammatory
Neurological Disorder Populations

As shown in Figure 3A, elevated KFLC index strongly suggests
MS diagnosis independently of the compared OIND subgroups
(median of 69.1, 5.49, 1.46, and 4.05 for MS, NMOSD/MOGAD,
CNS vasculitis, and OIND diagnoses, respectively; p < 0.001 for all
comparisons). The comparison between MS and CNS infection
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TABLE 2 | Diagnostic performances of the different biomarkers for MSARD diagnosis compared to both control populations.

MSARD vs. NIND n = 141 MSARD vs. OIND n = 123
AUC (%) 95% CI Optimal threshold AUC (%) 95% CI Optimal threshold
KFLC index 0.0 [84.9; 95.2] 8.4 823 [74.6; 90.0) 131
KFLC IF a7 [83.0; 94.3] 73.1 74.5° [65.2; 83.8) 82.8
CSF CD25 58.6" [50.1; 69.0] 215 7r.o? |65.6; 88.5] 415
CSFIL-6 56.9" [46.7; 67.1] 20 87.4° [79.8; 85.0] 4.1
CSFIL-10 62.7" |56.5; 68.8] 1.2 68.0 |56.6; 79.4] 24

CSF, cerebrospinal fluid: KFLC, kappa frae light chains;, MSARD, multiple sclemsis and ralated disorden, NIND, non-inflammatory neurclogical disorder;, OIND, other inflammatory

neurclogical disorder; AUC, area under the cunve.
AKFLC index and KFLC IF AUC are not stafistically diferent (o = 0.404).

BAUCS of CSF CD25, IL-6, and IL-10were all lower than bath KFLC biomarkers (p < 0.001 for all 6 comparisons). There was no AUG diference between CSF COPS5 and CSFIL-6 (p =

0.717), CSF CD25 and CSFIL-10 p = 0.523), and CSF IL-6 and CSF IL-10 (p = 0.314).
“KFLC indlex and KFLC IF AUC are stafistically diferent (p = 0.008).

YCSF CD25 AUC is not statistically difierent than KFLC index AUC (o = 0.358), CSF IL-6 AUC (p = 0.118), or GSF IL-10 AUC {p = 0.149)
°CSF IL-6 AUC is not statistically diferent than KFLC index AUC (p = 0.436) and CSF CD25 AUC | = 0.118) and is higher than CSF IL- 10 AUC p = 0.007).

did not seem valid, while only two patients presented with a CNS
infection in our cohort. The CSF CD25 concentration (Figure 3B)
did not seem to be effective to separate MS from NMOSD/
MOGAD (median CSF CD25 of 20.5 vs. 27.6 pg/ml for MS and
NMOSD/MOGAD, respectively, p = 0.755). Nevertheless, CSF
CD25 could separate MS from CNS vasculitis (median CSF CD25
of 81.0 pg/ml, p < 0.001) or other types of OIND (median CSF
€D25 of 51.5 pg/ml, p = 0.012). Finally, CSF IL-6 (Figure 3C)
seemed to be a good biomarker to distinguish MS from NMOSD/
MOGAD (median CSF IL-6 of 3.1 vs. 27.0 pg/ml for MS and
NMOSD/MOGAD, respectively, p < 0.001) and from CNS
vasculitis (median CSF IL-6 for vasculitis of 27.7 pg/ml, p <
0.001). However, median CSF IL-6 concentrations were not
different between MS and the other OIND (p = 0.392).

Cerebrospinal Fluid Kappa Free Light
Chains, CD25, and IL-6 Concentrations
Were Not Influenced by Age, Gender,
Disease Duration, and Immune-Modifying
Drug Use at Sampling

Based on the linear regression multivariate analysis model, CSF
KFLC, CSF CD25, and CSF IL-6 concentrations were not
influenced by age (p = 0.423, 0,508, and 0.891, respectively),
gender (p = 0.840, 0.564, and 0.072, respectively), immune-
modifying drug use at sampling (p = 0906, 0530, and 0215,
respectively), or disease duration (p = 0.0931, 0.163, and 0.126,
respectively). The only factor associated with elevated CSF KFLC
was MSARD diagnosis (p < 0.001 when compared to NIND group,
and p = 0.001 when compared to the OIND group as reference),
and the only one associated with elevated CSF CD25 and IL-6 was
OIND diagnosis (p = 0.018 for CD25 when compared to MSARD
as a reference, and p = 0.003 for IL-6 when compared to MSARD
as reference). All data are shown in Table 5.

DISCUSSION

Our study evaluates prospectively multiple CSF biomarkers in
patients presenting for a diagnostic workup of brain white matter

hyperintensities suggestive of MS. Our results suggest that
activated B-cell biomarkers (OCBs or KFLC index/IF) may
strongly recommend MSARD diagnosis regardless of the
chosen control population. KFLC index has the advantage of
being more sensitive than OCBs but suffered from less specificity.
These results are consistent with previous retrospective (15, 16)
and prospective (14, 22, 23) studies. We found that CIS patients
may present with lower KFLC biomarkers values than MS and
RIS patients. It may be explained that the 2017 McDonald
criteria were applied for MS diagnosis. In doing so, all CIS
patients presenting with radiological dissemination in space and
positive OCBs were diagnosed as having MS. Therefore, in our
cohort, most of the CIS patients presented with low intrathecal
B-cell activity (negative OCBs).

We found that CSF CD25 and CSF IL-6 concentrations were
lower in MSARD than in OIND. However, these biomarkers
cannot rule in MSARD, while NIND patients also express low
CSF CD25 and IL-6 concentrations. Nevertheless, high CSF
CD25 and IL-6 could be helpful in rolling out MSARD
diagnosis, while it would favor another MS-mimicking
inflammatory CNS disease. Of note, elevated CSF CD25
presents the highest positive predictive value for OIND
diagnosis, more than low KFLC index or negative OCBs.
However, CSF CD25 lacks diagnostic performance in
separating MSARD from NMOSD and MOGAD, whereas IL-6
seems 1o be an effective tool in such situations. This is why we
think that CSF CD25 and CSF 1L-6 should both be used in
practice. Moreover, CSF KFLC, CD25, and IL6 concentrations
were not influenced by age, gender, disease duration, or immune
treatment used during sampling. This point is important, while
diagnostic biomarkers need to be efficient at any time of the
diagnostic workup.

Our results are consistent with previously published data,
showing that a high KFLC index or KFLC IF is associated with
MS diagnosis (14-16, 22, 24). KFLC has the advantage, compared
to OCBs, in quantifying CSF B-cell activity. This is an important
point to consider, while it has been shown, on pathological brain
analysis, that MS patients present higher amounts of activated B
cells than other inflammatory CNS disorders (25). However, many
different KFLC index cutoff values were published to assess
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FIGURE 3 | KFLC index (A), CSF CD25 (B), and CSF IL-6 (C) expression in MS and OIND subgroups. CNS, certral nervous system; MS, multiple sclerosis;
MOGAD, myelin oligodendrocyle antibody-associated disorder; NMOSD, neuromyelitis optica spectrum disorder; OIND, other inflammatory neurological disorder,
Number of patients according to the difierent subgroups: CNS infection (0 = 2), CNS vasculitis (h = 9), MS (n = 58, NMOSD/MOGAD i = 8), OIND {n = 15). ns,

non-significant (p > 0.05). “p < 0.05. **p < 0.001.

TABLE 5 | |dentification of clinical and demographic data influencing CSF KFLC, CSF CD25, and CSF IL-6 concentrations by linear regression multivariate analysis,

CSFKFLCn=174
P coefficient [IQR] p-Value

Age 0.024 0.423
Risk for each 1 year increase |-0.035; 0.083]
Gender 0.24 0.840
Reference: women [-2.07; 2.54]
Disease duration -0.04 0.003
Risk for each 1 month increase [-0.08; 0.01]
Immune drug ongoing at sampling 0.11 0.906
Reference; yes [=1.71; 1.82]
Diagnosis
Relerence: MSARD
NIND group -5.53 <0.001

|-7.53; -3.54]
QIND group -4.82 0.001

|-7.66; -1.98]

CSFCD25n=174 CSFIL-6n=174
B coefficient [IQR] p-Value P coefficient [IQR] p-Value

0.316 0.508 -0.07 0.891
[-0.625; 1.260] [-1.100; 0.953]

-7.76 0.564 4053 0.072
[-34.23; 18.72] [-3.61; 84.66]

-0.20 0.163 -042 0126

[-0.48; 0.08] [-0.97; 0.12]

11.582 0.530 4532 0.215
|-24.59; 47.63] |-26.6; 117.23]

~7.24 0.146 -0.823 0.896
[=17.04; 2.55] [-13.23; 11.59]

60.55 0.018 93.56 0.003
[10.58; 110.52] [33.29; 153.83]

C5F, oorebrospinal fuld KFLC, kappa free light chains; MSARD, multiple sclerosis and raated disorder; NIND, non-inflammariory neurclogical disorder; OND, ofher inflammatory

neurclogical aisorder.

intrathecal immunoglobulin synthesis (i.e, KFLC index cutoff
range from less than 3 to more than 10) (26, 27). This
discrepancy could be explained by the heterogeneity of the
different control populations, while many inflammatory CNS
disorders may have an intrathecal B-cell activity. Therefore, as
suggested by our study, cutoff values of KFLC biomarkers should
be different depending on the suspected underlying MS-
mimicking disorder, to avoid misdiagnosis.

Our findings agree with other retrospective studies that found
an increased concentration of CSF IL-6 in NMOSD (17, 28, 29)
and MOGAD (17, 30) compared to MS. Added to our results,
these findings suggest that CSF IL-6 measurement may impact
early diagnosis, while cytokine measurement is easy and fast to
perform as compared to aquaporin-4 or MOG antibody, and
may guide early therapeutic action, in suspected NMOSD/

MOGAD patients. Moreover, tocilizumab, an IL-6 receptor
blockade therapy, has shown promising efficacy in NMOSD
(31-33) and has been reported to be effective in relapsing
steroid-dependent MOGAD (31, 34), reinforcing the impact of
the IL-6 pathway in these diseases. In contrast, CSF CD25 could
not separate MSARD from NMOSD and MOGAD, as it has
already been suggested in two previously published retrospective
studies (17, 35). However, because of its high positive predictive
value for OIND diagnosis, elevated CSF CD25 should be used as
a non-specific MSARD red flag. Even if CSF CD25 is not
associated with a specific disease in our heterogeneous cohort,
it could be an exciting tool in neurosarcoidosis (18), bacterial
meningitis (18), or CNS lymphoma (18, 35, 36).

Nonetheless, in clinical practice, a spinal tap is not
performed in all suspected MS patients, while MS diagnostic
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criteria are based on the presence of a typical demyelinating
event and MRI presentation (1). However, CSF analysis is often
performed, while identifying OCBs is a key point to ensure MS
diagnosis and avoid misdiagnosis. Moreover, our results show
that extensive CSF analysis could help etiological diagnosis in
many complicated cases. Importantly, none of the NIND patients
in our cohort experienced a typical clinical demyelinating event,
reinforcing the importance of clinical presentation in fulfilling MS
criteria and identifying red flags for MS diagnosis. According to
these findings and the current recommendations for MS diagnosis
(1, 37, 38), we provide an MS practical diagnostic algorithm for
patients presenting with brain white matter hyperintensities
suggestive of MS (Figure 4).

Our study suffers from several limits. First, being a
monocentric study, our results need to be confirmed by others,
even if these results are consistent with multiple retrospective
data. Second, our cohort’s small size and heterogeneity,
particularly in the OIND group, do not permit us to conclude

on the effectiveness of these biomarkers for the different
MS-mimicking diseases. However, it allows figuring out which
biomarker may help in rolling in or rolling out MSARD. Third, it
would have been interesting to measure serum IL-1f, CD25, IL-
6, and IL-10 to calculate cytokine indexes, but our routine
diagnostic workup of white matter hyperintensities does not
include these analyses. Nevertheless, this study is pragmatic,
evaluating these biomarkers prospectively in daily practice for
the diagnostic workup of suspected MS. We think that these results
will increase the etiological diagnostic accuracy of such patients.

CONCLUSION

In patients presenting for a diagnostic workup of MRI white
matter hyperintensities, elevated CSF activated B-cell biomarkers
such as KFLC index or KFLC IF strongly suggest MSARD. In
contrast, elevated CSF IL-6 and CD25 suggest another

Bramn WM T2 hyperiniensitics
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Typical clinical demyelinating event™ — 0IND
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Evaluation of brain MR
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FIGURE 4 | Multiple sclerosis (MS) diagnostic algorithms including KFLC index, CSF CD25, and GSF IL-6. MOGAD, myelin oligodendrocyte glycoprotein antibody-
associated disease; NIND, non-inflammatory neurological disorder; NMOSD, neuromyelitis optica spectrum disorder; OIND, other inflammatory neurological disorder;
Pre-RIS, radidogically isolated syndrome with one or two specific dissemination in space criteria; RIS, radiologically isclated syndrome; WM: white matter.
*According to reference (1). "According to reference (37). “According to reference (38). “In our study, the KFLC index cutoff was 13.1. This cutoff is specific to our
cohort and should not be used in daily practice, while each MS tertiary center should determine its threshold values. KFLC, kappa free light chains; CSF,

cerebrospinal fluid.
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inflammatory-mimicking disease. These findings need to be
confirmed in other prospective cohort studies within
larger samples.
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Abstract

Background and Objectives @ class of Evidence
Kappa free light chains (KFLC) seem to efficiently diagnose MS. However, extensive cohort Criteria f?r rating _
studies are lacking to establish consensus cut-offs, notably to rule out non-MS autoimmune CNS therapeutic and diagnostic
disorders. Our objectives were to (1) determine diagnostic performances of CSF KFLC, KFLC studies _

index, and KFLC intrathecal fraction (IF) threshold values that allow us to separate MS from NPub.org/coe

different CNS disorder control populations and compare them with oligoclonal bands’ (OCB)

performances and (2) to identify independent factors associated with KFLC quantification in MS.

Methods

We conducted a retrospective multicenter study involving 13 French MS centers. Patients were
included if they had a noninfectious and nontumoral CNS disorder, eligible data concerning CSF
and serum KFLC, albumin, and OCB. Patients were classified into 4 groups according to their
diagnosis: MS, clinically isolated syndrome (CIS), other inflammatory CNS disorders (OIND),
and noninflammatory CNS disorder controls (NINDC).

Results

One thousand six hundred twenty-one patients were analyzed (675 MS, 90 CIS, 297 OIND, and 559
NINDC). KFLC index and KFLC IF had similar performances in diagnosing MS from nonselected
controls and OIND (p = 0.123 and p = 0.991 for area under the curve [AUC] comparisons) and
performed better than CSF KFLC (p < 0,001 for all AUC comparisons). A KFLC index of 8.92 best
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Glossary

AUC = area under the curve; CIS = clinically isolated syndrome; FLC = free light chain; IF = intrathecal fraction; KFLC =
Kappa free light chain; LDL = lower detectable limit; LFLC = lambda FLC; NINDC = noninflammatory CNS disorder control;
OCB = oligoclonal band; OIND = other inflammatory CNS disorder; SC = symptomatic control.

separated MS/CIS from the entire nonselected control population, with better perfformances than OCB (p < 0.001 for AUC comparison).
A KFLC index of 11.56 best separated MS from OIND, with similar performances than OCB (p = 0.065). In the multivariate analysis
model, female gender (p = 0.003), young age (p = 0.013), and evidence of disease activity (p < 0.001) were independent factors associated
with high KFLC index values in patients with MS, whereas MS phenotype, immune-modifying treatment use at sampling, and the FLC

analyzer type did not influence KFLC index.

Discussion

KFLC biomarkers are efficient tools to separate patients with MS from controls, even when compared with other patients with
CNS autoimmune disorder. Given these results, we suggest using KFLC index or KFLC IF as a criterion to diagnose MS.

Classification of Evidence

This study provides Class III evidence that KFLC index or IF can be used to differentiate patients with MS from nonselected
controls and from patients with other autoimmune CNS disorders.

MS is the most common chronic inflammatory and de-
myelinating CNS disease worldwide. It mainly presents as re-
lapsing subacute clinical demyelinating events that progressively
lead to neurologic disabilities. For the past 2 decades, clinical
research has focused on how to diagnose MS as early as possible
and prevent relapse and handicap by initiating disease-modifying
treatments as soon as possible.

In the last MS diagnostic criteria update,' biomarkers have an
essential role in the diagnostic workup of patients presenting with
a typical first demyelinating event. Clinical and MRI abnormalities
can ensure MS diagnosis to fulfill dissemination in space and time
criteria. CSF oligoclonal IgG bands (OCB) detection can avoid
fulfilling the dissemination in time to treat patients with early MS.
OCB detection reflects intrathecal B-cell activity, which are critical
but nonspecific, effector cells in MS.>® Nevertheless, the level of
intrathecal B-cell activity could be an exciting field of research to
separate MS from other CNS inflammatory diseases* and target
treatment. As OCB are a qualitative biomarker, their detection
does not permit quantification of the intrathecal B-cell :aa:ti\ffil:y.5
Moreover, isoelectric focusing is a time-consuming procedure that
requires an experienced biologist to provide reliable results.®
Therefore, novel diagnostic biomarkers are being investigated,
including blood and CSF free light chains (FLCs), small immu-
noglobulin compounds that may reflect and quantify B-cell ac-
tivity. Kappa FLC (KFLC) has shown good overall performance
in diagnosing MS, whereas lambda FLC (LFLC) performance
seems to be lower than OCB."® FLC measurement has the
advantage of being an automatized, quantitative, easy to perform,
and labor- and time-saving procedure. 16

In practice, evaluation of the CSF and serum KFLC and albumin
provides the level of intrathecal KFLC synthesis by calculating
the KFLC index or KFLC intrathecal fraction (KFLC IF),

Neurology: Neurcimmunology & Neurcinflammation | Volume 10, Number 1 | January 2023

including blood-CSF barrier permeability data.”'” Both bio-
markers could help diagnose OCB negative,'® and IgA or IgM
OCB positive patients with MS" and identify intrathecal im-
munoglobulin synthesis in patients presenting with one isolated
band on isoelectric fcx:us'mg.m KFLC could also predict the risk
of developing a second clinical attack in patients presenting with
a first clinical demyelinating event.” > However, the use of
either the KFLC index, which refers to linear modeling of a
locally synthesized fraction of KFLC, or the KFLC IF, which
refers to hyperbolic modeling of KFLC intrathecal synthesis, is
not clear®®*” Even if the KFLC IF seems closer to the patho-
physiology, some studies show that both biomarkers perform
equally in diagnosing MS.”* There is no consensus concerning
the KFLC index or KELC IF cut-off to use in daily practice to
confirm MS-related immunoglobulin intrathecal synthesis.
Moreover, only a few studies have investigated the performance
of KFLC in ruling out non-MS CNS inflammatory disorders.*
Finally, studies comparing the pedformance of the KFLC index
and KFLC IF in a large cohort of patients are lacking.

The primary research question of this study was: Does KFLC
biomarkers (CSE KELC, KFLC index, and KFLC IF) allow to
separate patients with MS from different controls (a nonselected
CNS disorder population, and a non-MS autoimmune CNS
disorder population) accurately? And compare their perfor-
mances to OCB.

Methods

Standard Protocol Approvals, Registrations,
and Patient Consents

According to French laws, the patients received transparent,
fair, and appropriate research information, and nonopposition

Neurclogy.org/NN



participation was available. The study received approval from
the institutional review board of the University Hospital
of Nice, and the protocol was registered on ClinicalTrial.gov
(NCT05088473).

Patients and Controls

Thirteen French MS centers participated in this retrospective
cohort study. Patients were eligible if they had (1) a diagnostic
workup for a suspected CNS disorder and (2) eligible data for
CSF and serum KFLC, albumin, and a known OCB status, up
to March 31, 2021. Patients were excluded if the final diagnosis
was (1) peripheral neurologic disorder, (2) infectious CNS
disease, (3) CNS tumor, or if they had a monoclonal gamm-
opathy or severe chronic kidney injury (glomerular filltration
rate < 30 mL/min/1.73 m?) to avoid FLC rm'sinter]:n'etal:i(:-rl.31

Peripheral neurologic diseases, CNS infections, and tumors
were excluded so that the other inflammatory CNS disorder
(OIND) group was as close as possible to clinical and/or
radiologic MS mimickers. According to the final diagnoses,
patients were separated into groups according to previously
published classification criteria®?: MS, clinically isolated syn-
drome (CIS), other inflammatory neurologic disorder
(OIND), noninflammatory neurologic disorder (NIND), and
symptomatic control (SC) groups. Patients classified as SC
and NIND were grouped into a noninflammatory neurologic
disorder control (NINDC) group. All patients with MS ful-
filled the 2017 McDonald criteria.

Collected Data

The following data were collected based on patients” medical
records: age, sex, immune modifying drug ongoing at sampling,
final diagnosis, CSF and serum albumin, white blood cells, IgG,
QOCB status, and KFLC. When available, LFLC data were
collected. For patients with MS/CIS, the type of clinical de-
myelinating event and evidence of disease activity (combined
variable of the presence of an ongoing clinical demyelinating
symptom at CSF sampling and/or gadolinium-enhanced
T1 lesions on a full 30-day time lag MRI) were collected.

Laboratory Features

FLC were measured in each center’s hboratory using a turbidi-
metric or nephelometric analyzer; 9 centers used the turbidimeter
Optilite (The Binding Site, Birmingham, UK), 2 used the turbi-
dimeter SPAPLUS (The Binding Site, Birmingham, UK), one the
nephelometer BN ProSpec (Siemens Healthcare Diagnostics
Products GmbH), and one the nephelometer BNII (Siemens
Healthcare Diagnostics Products GmbH) with the serum-free
light chain immunoassay Freelite (The Binding Site, Birmingham,
UK). FLC measurements were performed according to the
manufacturer’s instructions. Serum and CSF albumin levels were
determined with the same turbidimetric or nephelometric ana-
lyzer. Four of the 13 centers used FLC as part of the diagnostic
workup, and data were measured on fresh samples. For the other
centers, paired CSF and serum were immediately centrifuged after
sampling and stored in polypropylene tubes within 2 hours
at —80°C until assay. eTable 1 (linkslww.com/NXI/A753)

MNeurology.org/NN

summarizes the laboratory data according to each center. The
assessment of OCB was performed by isoelectric focusing and
subsequent immunoglobulin using IgG-specific antibody staining,
according to each center’s laboratory routine care, fulfilling the
recommended standards for CSF analysis.‘:’ In each center, OCB
patterns were evaluated by experienced biologists and dassified as
negative or positive. A cut-off > 2 CSF-restricted bands were used
to define OCB positivity.

Free Light Chain Biomarkers Determination
The FLC index and the FLC IF were determined for each

patient.

a. The FLC index was calculated with the formula: FLC
index=Q prc /Q up with Q 1. = CSE FLC/serum FLC and
Q .= CSF albumin/serum albumin

b. The FLC IF was calculated with the formulas’™’: FLC
IF=(FLC,. /CSF FLC)x100 with FLC,. = (Qgc
/Qpc(lim)) x serum FLC and Q yp o(lim)=327
(Qup2 + 33)0.5 - 8.2 (x10-3) Qg c(lim) = 3.1276
x Q 1,0.8650

For patients whose CSF FLC concentration was below the
analyzer's lower detectable limit (LDL), we assigned an em-
pirical value equal to the LDL divided by 2.7 The attributed
CSF KFLC concentrations were 0.17 mg/L for the Optilite
and the BNII, 0.19 mg/L for the SPAPLUS, and 0.03 mg/L
for the BN ProSpec.

Statistical Analysis

Categorical variables were expressed as counts with percent-
ages, and continuous variables as means and SD or medians and
interquartile ranges because of their distribution. Normality
and heteroskedasticity of the baseline demographic, clinical,
and biology characteristics were assessed using the Shapiro-
Wilk and Levene tests, respectively.

Differences between groups were tested using a Wilcoxon-
Mann-Whitney test to compare 2 groups of non-normally
distributed data. The Kruskal-Wallis test with post hoc Con-
over was applied to reach more than 2 groups. For normally
distributed continuous variables, a Student f-test was used.
A Fischer exact test or a Kz test was performed for categorical
variables. All analyses were 2-tailed

To evaluate FLC biomarkers’ diagnostic performance, we first
pooled all patients presenting with a demyelinating disease
(MS and CIS groups) and compared them with control groups
(OIND and NINDC). Then, the MS group was compared with
OIND. Logistic regressions were implemented for each pop-
ulation to obtain the ROC curves used to measure the di-
agnostic capacity (area under the curve [AUC], 95% CI) of the
different FLC biomarkers. The DeLong method assessed the
comparison of each FLC biomarker by comparing their areas
under the ROC curves with their 95% CL The Youden index
allowed the definition of each biomarker’s optimal threshold

values.
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The patients were classified as positive or negative for each FLC
biomarker to define categorical variables from the obtained
thresholds. The diagnostic capacity of each FLC biomarker of
interest was compared with OCB via the categorical varables.
Comparisons of sensitivities and specificities were made using
the McNemar test, and comparisons of positive and negative
predicted values were made using the Moskowitz and Pepeaa
method.

The identification of independent clinical factors associated
with KFLC index values in patients with MS was first per-
formed using a univariate linear regressions implementation
for each element to be tested (age, sex, type of analyzer, type
of sample, type of MS, disease activity, immune treatment
ongoing at sampling, and type of clinical event). The clinical
factors whose p value was less than 0.2 were retained for the
multivariate analysis in the univariate analysis.

The selection of variables in the multiple linear regression was
made step by step, removing the least nonsignificant vardable
(p value > 0.05). The model retained all the variables whose p value
was below the significance level of 5%. For all comparisons, p values
<0.05 were considered statistically significant. Comparisons of
sensitivity, specifidty, and positive and negative predictive values
were made using the R statistical software version 3.2.1 mix tools
package (sespmenemar function and pvrpv function of the
R DTComPair packages). All other analyses were made with SAS

version 9.4 (SAS Institute, Inc). Figures were done using the online
application EasyMedStat (version 3.14, easymedstat.com).

Data Availability

Data not provided in the article because of space limitations
may be shared (anonymized) at the request of the corre-
sponding author to replicate procedures and results.

Results

Paired CSF and serum samples were available for 1,917 eligible
patients, and 1,621 patients (MS group [n = 675], CIS group
[n=90], OIND group [n = 297] and NINDC group [n = 559])
were included in the analysis (eFigm:e 1, links lww.com/NXI/
A753). Serum and CSF LELC were available for 825 patients.

Definite diagnoses are available in supplementary data (eTable 2,
linkslww.com/NXI/A753). Both MS and CIS groups had
comparable baseline characteristics except for the OCB status
(84 vs 63% positivity, respectively, p < 0.001) and IgG index
values (median of 0.82 vs 0.64, respectively, p = 0.001). Both
control groups had different baseline characteristics compared
with patients with MS. In particular, immune-modifying drugs at
sampling were more frequent in the OIND group (17%) than in
the MS group (9%), p = 0.003. All baseline characteristics are
available in Table 1, and details concerning disease-modifying

Table 1 Demographic and Clinical Data of Patients at Serum/CSF Sampling

p Value MS p Value MS  NINDC p Value MS

MS (n = 675) CIS (n =90) vs CIS OIND (n=297) wsOIND (n =559) vs NINDC
Age (y), median [IQR] 37 [29; 48] 37 [28; 50] 0.873* 46 [35 60] <0.001* 54 [3% 9] <0.001°
Sex (women), n (%) 481 (71) 68 (76) 0.455" 169 (56.9) <0.001" 349 (62) 0.001°
Immune treatment at 57 (9.3) 4(4.9) 0.217" 45 (16.6) 0.003" 23 (4.5) 0.002"
sampling, n (%)
CSF protein (g/L), 0.35[0.28; 0.46] 036 [0.28;0.41] 0363° 0.41[0.29;0.54]  <0.001° 0.36 [0.28; 0.48]  0.012°
median [IQR]
CSF WBC (/mL), 2[0; 6] 11[0; 8] 0.667* 3[0; 8] <0.001* 0 [0; 1] <0.001*
median [IQR]
Albumin quotient (%), 0.51[0.37; 0.69]  0.51[0.360.62] 0177° 0.61 [0.44;0.88] <0.001° 0.54 [0.3%; 0.75]  0.001°
median [IQR]
1gG index, median [IQR]  0.82[0.62; 1.25]  0.64 [0.60;0.87]  0.001° 0.56 [0.48;0.66]  <0.001° 0.52 [0.47; 0.58]  <0.001°
Positive OCB, n (%) 570 (84.4) 57 (63.3) <0.001" 64 (21.6) <0.001" 19 (3.4) <0.001"
Serum KFLC (mg/L), 13.5[10.8; 164] 126 [10.6154]  0.073* 138 [10.%;17.8]  <0.001° 1459 [11.9;19.4]  <0.001°
median [IQR]
Serum LFLC (mg/L), 11.3[9.1; 14.2] 11.1 [9.1; 13.1] 0.303* 12.4[9.9; 15.0] 0.013* 125[10.1;15.7]  0.001°
median [IQR]

Bold text indicates p values that reach statistical significance (p <0.05).

Abbreviations: CIS = clinically isolated syndrome; IQR = interquartile range; M5 = multiple sclerosis; NINDC = noninflammatory neurologic disease control;
OCB = oligoclonal band; OIND = other inflammatory neurologic disease; sKFLC = serum kappa free light chain; sLFLC = serum lambda free light chain;

WBC = white blood cell.
*Wilcoxon-Mann-Whitney test.
® Fischer exact test.
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treatment are available in supplementary data (eTable 3, links.
lww.com/NXI/A753).

Patients With MS and CIS Presented Higher FLC
Biomarkers Than Both Control Groups

The CSF KFLC (Figure 1A), KFLC index (Figure 1B), and
KFLC IF (Figure 1C) values were higher in the MS group
(median = 4.36 mg/L [1.75-9.96], 64.2 [24.4-147.5), and 94.6%
[86.7-97.6], respectively) than in the CIS group (median = 2.04
mg/L [046-5.66], 29.0 [6.3-80.5], and 88.3% [55.8-96.2], re-
spectively), the OIND group (median = 0.17 mg/L [0.17-093],
3.8 [22-95], and 3.2% [-489 to 64.5], respectively), and the
NINDC group (median = 0.17 mg/L [0.17-0.17], 2.4 [1.6-3.5],
and —47.2% [-98.3 to 8.8], respectively). p Value was <0.001 for
all MS or CIS vs OIND and NINDC comparisons. Although
focusing on MS phenotype, progressive patients with MS (n = 83)
presented with similar median CSF KFLC concentration than

relapsing patients with MS (n = 592), p = 0292, and lower KFLC
index (p = 0.023) and KFLC IF (p = 0.043) values. All data are
presented in eFigure 2 (linksIww.com/NXI/A753).

The CSF LFLC (Figure 1D), LFLC index (Figure 1E), and
LFLCIF (Figure 1F) values were higher in the MS group than
in the NINDC group, p Value <0.001 for all comparisons.
Median values of all 3 LELC biomarkers were similar between
MS and CIS groups.

Both KFLC Index and KFLC IF Performed Better
Than Other FLC Biomarkers in Diagnosing MS

MS/CIS groups were compared with OIND /NINDC groups
to evaluate the diagnostic performance of each biomarker in
the entire cohort. KFLC index (AUC 0.939) and KFLC IF
(AUC 0.942) had similar diagnostic performances, p = 0.123,
and performed better than CSF KFLC (AUC 0914, p < 0.001

Figure 1 Comparison of the Different FLC Biomarkers Values Between Groups
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Figure 2 FLC Biomarkers ROC Curve Analysis and Ability to Separate MS (+CIS) From Other Control Populations

A
1.0

~— KFLC index (AUC = 0.939)

0.2+ ~— LFLC index (AUC = 0.714)
KFLC IF (%) (AUC = 0.942)
~— LFLC IF (%) (AUC = 0.718)

1.0%

02 0.4 0.6 038 1.0

~—— KFLC index (AUC = 0.979)
~—— LFLC index (AUC = 0.761)

KFLC IF (%) (AUC = 0.983)
~——— LFLCIF (%) (AUC = 0.767)

0.2 0.4 0.6 08 1.0
1-Specificity

" CSF KFLC (mg/L) (AUC = 0.914)
CSF LFLC (mg/L) (AUC = 0.668)

" —— CSFKFLC (mg/L) (AUC = 0.961)
CSF LFLC (mg/L) (AUC = 0.725)

1.04 —_—

0.6 ’}7‘_{7
d

~" —— CSF KFLC (mg/L) (AUC = 0.969)

04+ ﬂj
, CSF LFLC (mg/L) (AUC = 0.720)
P ~— KFLC index (AUC = 0.974)
021 ~—— LFLC index (AUC = 0.684)
[ KFLC IF (%) (AUC = 0.979)
—— LFLC IF (%) (AUC = 0.693)
1.0 - - - - )
02 04 06 08 10
D
1.0
081

" —— CSF KFLC (mg/L) (AUC = 0.865)
CSF LFLC (mg/L) (AUC = 0.592)
~— KFLC index (AUC = 0.896)
P ~—— LFLC index (AUC = 0.657)
P KFLC IF (%) (AUC = 0.894)
—— LFLC IF (%) (AUC = 0.657)

0.4+

02 0.4 06 08 1.0
1-Specificity
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biomarkers). Panel D shows diagnostic performances to separate MS from patients with OIND (n = 972 patients for KFLC biomarkers and n =479 for LFLC
biomarkers). CIS = clinically isolated syndrome; FLC = free light chain; IF = intrathecal fraction; KFLC = Kappa free light chain; LFLC =lambda free light chain;
NINDS = noninflammatory CNS disorder control; OIND = other inflammatory CNS disorder.

for both comparisons) in diagnosing MS/CIS (Figure 2A).
Optimal cut-off values were 8.92 and 67.3% for KFLC in-
dex and KFLC IF, respectively (eTable 4, links.lww.com/
NXI/A753).

Patients with MS were then compared with those with SC
(Figure 2B). In this situation, KFLC IF performed better than
the KFLC index (p = 0.008), and optimal cut-off values were
9.11 for KFLC index and 46.3% for KFLC IF (eTable §, links.
Iww.com/NX1/A753). When patients with MS were compared
with patients with NIND (Figure 2C), the KFLC IF performed
better than the KFLC index (p = 0.002), and optimal cut-off
values were 8.39 and 38.1% for KFLC index and KFLC IF,
respectively (eTable 6, links.lww.com/NXI/A753).

Patients with MS were then compared with patients with
OIND (Figure 2D). In this situation, the KFLC index (AUC
0.896) and KFLC IF (AUC 0.894) had similar diagnostic

6 Neurology: Neuroimmunology & Neuroinflammation | Volume 10, Number 1

performance (p = 0.991) and performed better than CSF
KFLC (AUC 0.865, p < 0.001 for both comparisons). Opti-
mal cut-off values were 11.56 and 67.9% for KFLC index and
KFLC IF, respectively (eTable 7, links lww.com/NXI/A753).
In all situations, CSF LFLC, LFLC index, and LFLC IF had
lower performances than KFLC biomarkers.

Because different threshold values were obtained depending
on the chosen control population, we compared the per-
formances of the different thresholds in other situations to
ensure their relevance. When applying KFLC biomarker
thresholds obtained in separating MS from NIND to sepa-
rate MS from OIND, the AUC of all 3 biomarkers decreased
(p = 0.025 for CSF KFLC, p = 0.045 for KFLC index, and p <
0.001 for KFLC IF comparisons). The same results were
obtained when applying KFLC biomarker thresholds
obtained in separating MS from SC to separate MS from
OIND. All data are shown in Table 2.
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Table 2 Comparison of the Different CSF KFLC, KFLC Index, and KFLC IF Obtained Thresholds Across Groups

MS vs OIND
CSF KFLC KFLC index KFLC IF
Threshold 064 0.94 0.47 8.38 11.56 9.1 381 67.9 46,3
AUC 0791 [0.761; 0.8112 [0.784; 0767 [0.737; 0.819[0.791; 0.836[0.809; 0.823[0.795 0.777[0.748, 0.832[0.805 0791 [0.762;
0.820] 0.840] 0.797] 0.848] 0.863) 0.851] 0.807] 0.859] 0.821)
p Value 0.025" 0.045° <0.001"
<0.001" 0.049" <0.001"
MS vs NIND
CSFKFLC KFLC index KFLC IF
Threshold 094 0.64 0.47 11.56 8.38 9.11 67.9 38.1 46.3
AUC 0918 [0.902; 0926 [0.909; 0908 [0.890; 0929 [0.915 0.939[0.926; 0.937[0.923; 0.939[0.926; 0.952[0.939; 0.949 [0.936;
0.934] 0.942] 0.927] 0.943] 0.953] 0.951] 0.952] 0.965] 0.962]
p Value 0.212° 0.022° 0.021"
0.007* 0.235* 0.235°

Abbreviations: AUC = area under the curve; M5 = multiple sclerosis; NIND = noninflammatory neurologic disorder; OIND = other neurologic disease.

Bold text indicates p values that reach statistical significance (p <0.05).
* AUC comparison by DeLong method.

KFLC Index and KFLC IF Performed Better Than
OCB in Diagnosing MS/CIS From All Controls

For this analysis, we evaluated the performances of binary
KFLC biomarkers (according to the obtained threshold
values) in separating MS/CIS from OIND/NINDC and
compared them to OCB. A KFLC index >8.92 (AUC 0.887)
and a KFLC IF > 67.3% (AUC 0.892) performed better than
OCB (AUC 0.861) in diagnosing MS/CIS (p < 0.001 for
KFLC index vs OCB comparison, and for KFLC IF vs OCB
comparison ). These results are translated by a higher sen-
sitivity and the same specificity, favoring KFLC biomarkers

instead of OCB for MS/CIS diagnosis. Data are shown in
Table 3.

KFLC Index and KFLC IF Tend to Perform Better
Than OCB in Separating MS From OIND

To evaluate the ability of KFLC biomarkers to separate MS
from OIND, KFLC binary variables, according to obtained
cut-off, were compared with OCB status. A KFLC index
>11.56 (AUC 0.835) and KELC IF > 67.9% (AUC 0.831)
tend to perform better than OCB (AUC 0.814) in diagnosing MS
(p = 0065 for KFLC index vs OCB comparison, and p = 0.138

Table 3 CSFKFLC, KFLC Index, KFLC IF, and OCB Diagnostic Performances in Separating MS/CIS From Controls (n = 1,621)

CSF KFLC pValue OCB  KFLC index p Value OCB KFLC IF p Value OCB

Variable ocB >0.74 mg/L vs CSFKFLC  >B.92 vs KFLC index  >67.3% vs KFLC-IF

AUC 0.861 0.870 0.265* 0.887 <0.001" 0.892 <0.001"
[0.844; 0.878]  [0.853; 0.887] [0.872; 0.903) [0.876; 0.908)

Sensitivity (%) 81.99 87.72 <0.001" 88.24 <0.001" 87.59 <0.001"
[79.21;84.77]  [85.35;90.1] [85.95; 90.52] (85.2; 89.97]

Specificity (%) 90.16 86.43 <0.001" 89.36 0.339° 90.91 0.446°
[88.1;92.22]  [84.06; 88.79) [87.29; 91.42) [88.92; 92.9]

Positive predictive value (%)  83.38 85.51 0.008° 88.12 0.852° 89.79 0.169¢
[85.97;90.79]  [B2.99; 88.02) [85.83; 90.41) [87.57; 92.01]

Negative predictive value (%)  84.58 88.52 <0.001° 89.46 <0.001° 88.92 <0.001°
[82.16; 87.00]  [86.29; 90.75] [87.4; 91.52) [86.77; 91.06)

Well classified patients (%) 86.4 87.0 88.8 89.3

Abbreviations: AUC = area under the curve; IF = intrathecal fraction; K = kappa; KFLC = kappa free light chain; OCB = oligodlonal band.

Bold text indicates p values that reach statistical significance (p <0.05).

4 AUC comparison by DeLong method.

" McNemar test.
“ Package DTComPair.
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Table 4 CSF KFLC, KFLC Index, KFLC IF, and OCB Performances in Separating MS (n = 675) From Other Inflammatory CNS

Disorders (n = 297)

CSF KFLC pValueOCB  KFLCindex  pValue OCB  KFLCIF p Value OCB

Variable oCB >0.94 mg/L vs CSFKFLC  >1156 vs KFLC index  >67.9% vs KFLC IF

AUC 0.814 0.810 0.999° 0.835 0.065" 0.831 0.138*
[0.787; 0.841]  [0.782; 0.839] [0.809; 0.861] [0.803; 0.858]

Sensitivity (%) 84.26 86.73 0.095" 87.56 0.026" 89.35 <0,001"
[81.46; 87.06]  [84.12;89.34] [85.07; 90.05) [86.98; 91.73)

Specificity (%) 78.09 75.62 0.307° 79.73 0.527° 77.03 0.647°
[73.27; 82.91]  [70.62; 80.62] [75.15; 84.31] [72.13; 81.93]

Positive predictive value (%)  89.80 89.06 0.462° 90,78 0.331¢ 89,91 0,913¢
[87.4;9221)  [86.63;91.5] [88.56; 93.01] [87.58; 92.23]

Negative predictive value (%) 6842 71.33 0.195° 7375 0.021° 75.96 <0.001°
[63.35; 73.49]  [66.22; 76.45) [68.93; 78.57] [71.01; 80.9]

Well classified patients (%) 826 83.3 85.1 85.5

Abbreviations: AUC = area under the curve; IF = intrathecal fraction; K = kappa; KFLC = kappa free light chain; MS = multiple sclerosis; OCB = oligoclonal band;

QIND = other inflammatory neurologicneur ological diserder,

Bold text indicates p values that reach statistical significance (p <0.05).
* AUC comparison by DeLong method.

 McNemar test,

“ Package DTComPair.

for KFLC IF vs OCB comparison). Again, these results are
translated by a higher sensitivity and the same specificity, favoring
KFLC biomarkers instead of OCB for MS diagnosis. All data are
shown in Table 4.

Adding OCB to KFLC Biomarkers as a
Combinate Variable Does Not Increase
Diagnostic Performances but Increases
Specificity for MS Diagnosis

Because KFLC biomarkers and OCB's diagnostic perfor-
mances were similar in separating MS from OIND, we
analyzed whether a combined variable adding OCB to
KFLC biomarkers performed better than KFLC bio-
markers alone, The combined KFLC index variable per-
formed similarly to KFLC index alone (AUC = 0.835 vs
0.826, p = 0.231), as for the KFLC IF (AUC = 0.831 vs
0.828, p = 0.666). Nonetheless, the double positive OCB/
KFLC combined variable had higher specificity (p <
0.001) and lower sensitivity (p < 0.001) for MS diagnosis.
The results are shown in eTable § (links.lww.com/NXI/
A753).

Young Age, Female Gender, and Evidence of
Disease Activity Were Independent Factors
Associated With a High KFLC Index in MS

We then evaluated whether some clinical factors of interest in-
dependently influenced KFLC index values in patients with MS.
In a univariate analysis, age, female gender, evidence of disease
activity, MS phenotype, and the type of analyzer influenced
KFLC index values, whereas the type of clinical event and
immune-modifying drug consumption at sampling did not. In the
multivariate analysis model, only young age (p = 0.013), female
gender (p = 0.003), and evidence of disease activity (p < 0.001)

Neurology: Neuroimmunology & Neuroinflammation | Wolume 10, Number 1

were associated with high KFLC index values in patients with MS
(Table 5).

To better appreciate if age and gender influenced our results,
we compared the performances of the KFLC thresholds be-
tween men and women and between 3 ranges of age (<30,
between 30 and §5, and >55 years old). We found that gender
did not influence our threshold diagnostic performances,
whereas the AUC of all KFLC biomarkers were not statisti-
cally different between men and women (eTable 9, links Iww.
com/NXI/A753). Similar results were found when compar-
ing KFLC biomarker performances according to age. As
shown in eTable 10, the sensitivity of KFLC biomarkers de-
creased with advanced age, whereas specificity increased.

KFLC Biomarkers Seem to Be Reproducible
Across Centers

To evaluate the reproducibility of KFLC biomarkers, we com-
pared, in patients with MS, median CSF KFLC, KFLC index,
and KFLC IF values between each center that included at least
40 patients. The other centers were pooled together as another
center, There was no statistical difference in median KFLC
biomarker values between Marseille, Montpellier, Nantes, Nice,
and other centers (p = 0.067, p = 0.268, and p = 0.091, for CSF
KFLC, KFLC index, and KFLC IF comparisons, respectively)
(eTable 11, linksIww.com/NXI/A753).

Second, the KFLC index and KFLC IF threshold values were
applied separately in each center that included at least 100
patients with available data for MS, NINDC, and OIND
groups. All KFLC thresholds seemed to separate MS from the
dedicated control populations similarly (eTable 12, links Iww.
com/NXI/A753).
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Table 5 Clinical Factors Influencing KFLC Index Values in MS

Univariate analysis

Multivariate analysis

Removing
Spearman correlation coefficient variable order B coefficient Ica5 pValue
Age (n = 675) p=-014 -1.0154 -1.82;-0.21] 0.013
Median [IQR] p Value
Sex <0.001° -53.26; -10.73] 0.003
Women (n = 481), 73.7 [27.1; 163.8]) Ref Women
Men (n =194) 48.3 [18.2;99.9] -31.99
Evidence of disease activity <0.001° -62.25; -17.31] <0.001
Yes (n = 425) 80.8 [33.1;172.3] Ref Yes
No (n=177) 45,7 [15.0; 115.6] -39.78
Type of analyzer 0.042" 1 -26.31; 49.46] 0.549
Optilite (n = 581) 65.3 [25.5; 147.5] Ref Optilite
SPAPLUS (n = 43) 92.8 [24.2; 164.6) 11.57
BN ProSpec/BNII (n = 51) 39.1 [11.5; 62.8]
MS type <0,001" 2
RR-MS (n = 591) 68.8 [27.7,158.3] Ref RR-MS
SP-MS (n = 14) 76.1 [18.8;127.9] -23.39 -91.34; 44.56] 0234
PP-MS (n = 69) 36.1 [12.1;76.3) =22,106 -58.56; 14.35] 0.499
Type of sample
Fresh (n= 370) 68.0 [24.6; 153.8] 0.765°% — — —
Thawed (n = 305) 62.7 [24.4;143.8]
Immune treatment ongoing at sampling 0.251° —_— —_— —_—
Yes (n=57) 53.2 [16.0; 130.3]
No (n = 556) 65.8 [25.4,147.7]
Type of clinical event 0.867" — — — —
Myelitis (n = 273) 71.0 [30.4; 144.1]
Optic neuritis (n = 128) 804 [27.5; 147 4]
Infratentorial (n = 100) 66.3 [24.9; 185.1]
Supratentorial (n =69) 59.9 [17.7; 135.7]
=1 lecation (n = 37) 67.5 [25.5; 158.0]
Abbreviation: IQR = interquartile range.
Bold text indicates p values that reach statistical significance (p <0.05).
*Wilcoxon-Mann-Whitney test,
® Kruskal-Wallis test.
Primary Research Question Discussion

Does KFLC biomarkers correctly separate patients having
MS from patients having other CNS disorders, particu-
larly other autoimmune CNS disorders? This study pro-
vides Class III evidence that KFLC index or IF can be
used to differentiate patients with MS from nonselected
controls and from patients with other autoimmune CNS
disorders.

Neurology.org/NN
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Our study shows that the KFLC index and KFLC IF are
valuable tools to detect MS, even compared with other non-
infectious and nontumoral inflammatory neurologic disor-
ders. As reported previously, LFLC biomarkers could not
separate MS from controls with a reasonable acmracy.?'l“'ls
KFLC index and KFLC IF performed better than CSF KFLC,
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reinforcing the need to weight FLC values with a blood-brain
barrier permeability factor such as albumin quotient to in-
crease diagnostic performances.

In this cohort, a KFLC index >8.92 or a KFLC IF > 67.3%
permit to separate MS from controls, with better sensitivity and
the same specificity as OCB. However, these KFLC thresholds
seemed similar to OCB in separating MS from OIND, with a
trend that favors KFLC biomarkers when increasing threshold
values. Moreover, predictive studies™* found that KFLC index
predict second clinical attack or MRI dissemination in space and
time, in patients with CIS, with a good accuracy, slightly better
than OCB.>*** Because KFLC measurement is an easier way to
prove intrathecal B-cell activity, with at least as good diagnostic
performances than OCB, KFLC index or KFLC IF could be used
in clinical practice instead of OCB as firstline MS biomarker.
Nonetheless, using a combination of KFLC and OCB significantly
increases specificity for MS diagnosis. Therefore, adding OCB to
KFLC biomarkers may be helpful in atypical cases. Based on our
results, the results of other diagnostic studies,** the ones of
predictive studies,n’m’w and the knowledge into MS red
l‘l:ags,13 536 e propose an algorithm that integrate KFLC bio-
markers to diagnose MS (eFigure 3, linksIww.com/NXI/A753).

Even if our threshold values seem close to each other, we found
that using lower KFLC thresholds to separate MS from OIND
statistically decreases diagnostic performance. As already reported,
it highlights that some controls may present pathologic intrathecal
B-cell acr.i\-'it)z.m’"j":"‘w’a’3 There is growing evidence that CNS B-cell
activity is higher in MS than in other autoimmune disorders, as
pointed out by pathologic analyses, showing a substantial per-
vascular B-cell infiltrate in MS compared with other inflammatory
diseases.* Siifle et al.* reported similar results using KFLC IF,
showing that using a 78.6% KFLC IF cut-off could separate MS-
related myelitis (n = 26) from NMOSD-related myelitis (n = 9)
with a good accuracy. These constants reinforce the interest in
using quantitative biomarkers to measure CSF B-cell activity in
suspected patients with MS. Of note, threshold values will always
depend on the chosen control population. Therefore, the pre-
ciseness of our results should be used with caution in dinical
practice, and the use of a 11.6 or 12 KFLC index threshold could
be valuable to separate MS from OIND.

Our KFLC index thresholds seem consistent with currently
published ones ranging from 3.045 to 10.62.71* The different
chosen control populations can explain such discrepancy. For
example, Leurs et al’ identified a 6.6 KFLC index threshold to
separate MS/CIS from controls. Only 30% of their 219 control
patients had an inflammatory neurologic disorder explaining the
lower cut-off obtained in this study. Another explanation could be
the poor pedformance of the analyzers in detecting a low amount
of FLC. For example, Sanz Diaz et al.'* attributed a practical value
of 0.0001 mg/L to all patients with undetectable CSF KFLC
concentrations (157/197 controls), leading to the report of a low
KFLC index cut-off of 3.045. In our cohort, for undetectable CSF
KFLC data, we assessed an empirical value based on the LDL of
the analyzer divided by 2. In doing so, we may not have
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underestimated threshold values. Recently, Saadeh et att repor-
ted, on a series of 1,359 patients (1,204 patients without MS), a
median CSF KFLC value of 0.16 mg/L for controls, which seems
similar to our empirical attributed value (0.17 mg/L).

Only a few studies focused on establishing a KFLC IF cut-off
value to separate MS from controls.***” Most of the studies
focused on the "presence or absence” of intrathecal KFLC
synthesis based on a QKFLC>QKFLC(lim), leading to a
KFLC IF>0% as a binary result. However, many patients
without MS may present with low intrathecal B-cell activity
resulting in a lack of specificity in such an approach. Our
results support that using a KFLC IF > 67.9% to assess an MS-
specific intrathecal B-cell activity separates patients more
accurately.

The use of either the KFLC index or KLFC IF to prove
intrathecal immunoglobulin synthesis is debated. Nonethe-
less, both biomarkers use CSF and serum KFLC concen-
tration and include the albumin quotient as the blood-brain
barrier permeability correction variable. In our study, both
performed equally to separate MS from controls and OIND.
These results are in line with others.”” Based on these results,
both the KFLC index or KFLC IF can be used in daily
practice.

In MS, OCB positivity is slightly modified over disease du-
ration or disease-modifying treatment use.””* This is a cru-
cial point to consider while a diagnostic biomarker needs to be
efficient at the diagnostic workup. In our study, nearly 10% of
the patients took an immune-modifying treatment at sam-
pling, which did not influence KFLC index values. Moreover,
we found that the KLFC index was not modified by the type of
clinical demyelinating event nor by the MS phenotype (pro-
gressive vs relapsing), which allows its use in any clinical
situation raising suspicion of MS. However, patients with
evidence of MS activity at sampling presented with higher
KFLC index values. This result is in line with predictive
studies that showed that KFLC could predict MS clisal::i]ityz{J
and second clinical attack in patients with Clg 24344142

Of note, added to evidence of disease activity, we found that age
and gender were independent KFLC index influencing factors in
MS. KFLC sensitivity for MS diagnosis decreased in men, older
patients, and inactive disease at sampling Therefore, clinicians
should be careful when interpreting a KFLC biomarker in an older
man with suspected inactive MS, as a result, it could be negative.
These findings may explain the observed difference in KFLC
values between progressive and relapsing MS in the univariate
analysis (and not in the multivariate analysis), whereas patients
with progressive MS were older and more often men. Finally, we
pointed out that median KFLC biomarkers values in patients with
MS were similar between centers. The obtained KFLC thresholds
permitted to correctly separate patients in each available center.
These findings reinforce the reproducibility of such a biologic tool
and its use in MS diagnostic workup. Nonetheless, dedicated
prospective studies must confirm these results.
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Our study is one of the first that evaluate the diagnostic perfor-
mance of FLC biomarkers in a large multicenter cohort of MS and
non-MS inflammatory patients. However, it has a few drawbacks.
First, MS diagnosis was made according to the 2017 aiteria, and
dissemination in time data was not collected. Therefore, some
patients with CIS could have been diagnosed with MS because of
an OCB positive status, leading to a possible bias in comparing
OCB and KFLC biomarker performance. However, this limitation
tended to overestimate the OCB positivity in the MS group, which
could not lead to an overestimation of KFLC biomarkers’ di-
agnostic performance. We pooled patients with MS and CIS in the
first analysis to avoid this limitation. Second, KFLC was measured
using different analyzers and samples, in different laboratories.

We included the analyzer and sample types in the multivariate
analysis model to evaluate their impact on our results to avoid
this limitation. We found that both did not influence KFLC
index values. However, the distribution of samples between the
different analyzers was heterogeneous. Therefore, dedicated
analyzers’ comparative studies must be performed in MS to
evaluate the consistency of FLC measurement, as it has been
shown, in other disorders, that there were differences between
the FLC measurement platforms.““’" Third, we assigned an
empirical FLC value equal to the LDL of the analyzer divided
by 2 in patients with nondetectable FLC concentrations. We
may not have overestimated KLFC biomarkers performances,
whereas most patients with undetectable KFLC were not in the
MS group. Finally, we excluded patients with CNS infections
and/or tumors. Some of these patients may present elevated
CSF B-cell activity, and their exclusion may have influenced
KFLC biomarkers thresholds in this cohort. However, infec-
tions and tumors are not typical MS-mimicking diseases, and
many other examinations allow to distinguish MS from such
disorders.

In conclusion, KFLC is an automated and reliable variable that
permits quantifying the CSF B-cell activity by calculating the
KFLC index or KFLC IF. As supported by our results and the
findings of other studies, the higher the KFLC biomarker value is,
the higher the specificity for MS diagnosis will be. Based on these
findings, we propose to use either a KFLC index >11.56 or a
KFELC IF > 67.9% in patients presenting with atypical clinical
demyelinating event suggestive of an inflammatory CNS disor-
der to favor MS from OIND. Otherwise, a KFLC index >8.92 or
a KFLC IF > 67.3% can be used to favor MS diagnosis.
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Abstract

Background and Objectives

To evaluate whether the kappa free light chain index (K-index) can predict the occurrence of
new T2-weighted MRI lesions (T2L) and clinical events in clinically isolated syndrome (CIS)
and radiologically isolated syndrome (RIS).

Methods

All consecutive patients presenting for the diagnostic workup, including CSF analysis, of clinical
and/or MRI suspicion of multiple sclerosis (MS) since May 1, 2018, were evaluated. All
patients diagnosed with CIS and RIS with at least 1-year follow-up were included. Clinical
events and new T2L were collected during follow-up. The K-index performances in predicting
new T2L and a clinical event were evaluated using time-dependent ROC analyses. The time to
clinical event or new T2L was estimated using survival analysis according to the binarized
K-index using an independent cutoff of 8.9, and the ability of each variable to predict outcomes
was compared using the Harrell c-index

Results

One hundred and eighty two patients (146 CIS and 36 RIS, median age 39 [30; 48] y-o, 70%
females) were included with a median follow-up of 21 [13, 33] months. One hundred five
(58%) patients (85 CIS and 20 RIS) experienced new T2L, and 28 (15%; 21 CIS and 7 RIS)
experienced a clinical event. The K-index could predict new T2L over time in CIS (area under
the curve [AUC] ranging from 0.86 to 0.96) and in RIS (AUC ranging from 0.84 to 0.54) but
also a clinical event in CIS (AUC ranging from 0.75 to 0.87). Compared with oligoclonal bands
(OCBs), the K-index had abetter sensitivity and a slight lower specificity in predicting new T2L
and clinical events in both populations. In the predictive model, the K-index was the variable
that best predict new T2L in both CIS and RIS but also clinical events in CIS (c-index ranging
from 0.70 to 0.77), better than the other variables, including OCB.

Discussion

This study provides evidence that the K-index predicts new T2L in CIS and RIS but also clinical
attack in patients with CIS. We suggest adding the K-index in the further MS diagnosis criteria
revisions as a dissemination-in-time biomarker.
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Glossary

AUC = area under the curve; CIS = clinically isolated syndrome; DIS = dissemination in space; DIT = dissemination in time;
DMT = disease-modifying treatment; HR = hazard ratio; IgG = immunoglobulin G; KFLC = kappa free light chain; K-IF =
KFLC intrathecal fraction; K-index = KFLC index; OCB = oligoclonal band; RIS = radiologically isolated syndrome; T2L =T2-

weighted lesions.

Introduction

Immune-mediated and demyelinating CNS disorders repre-
sent an extensive range of diseases, some presenting with a
first and unique flare-up and others with relapsing or pro-
gressive worsening courses. Multiple sclerosis (MS) is the
most commen chronic inflammatory and demyelinating dis-
order affecting young adults, with a female predominance.'
Several diagnosis criteria have been proposed and revised in
the past 40 years, leading to a consensus on satisfying dis-
semination in space (DIS) and time (DIT) criteria to di-
agnose MS in patients presenting with a typical clinical
demyelinating event.”®

In clinical practice, some patients may present with a first
clinical demyelinating event or with typical, asymptomatic,
and fortuitously discovered MS-suggestive T2-weighted le-
sions (T2L) on the brain and spinal cord MRI. Both patients
may be classified as having clinically isolated syndrome (CIS)
and radiologically isolated syndrome (RIS), respectively,?'s'
and are known to be at risk of developing MSZ ™ Therefore,
some biomarkers have been studied to predict the risk of
developing clinically definite MS in such patients'*'* to limit
wait-and-see attitudes risking increasing the potential pa-
tient's disability. The identification of CSF-restricted oligo-
clonal immunoglobulin-G (IgG) bands (OCB) is found in up
to 85%-90%, 65%-70%, and 60%-65% of the patients di-
agnosed with MS, CIS, and RIS, respectively.l L13 Oligoclonal
band positive status shows good performances in predicting
clinical demyelinating event occurrence during follow-up in
patients presenting with CIS and RIS." 21 Because of these
findings, OCB has been integrated into the last MS diagnosis
criteria update as a DIT-replacing biomarker in patients pre-
senting with a typical clinical event suggestive of MS and in

the revised RIS criteria.®'®

Nonetheless, because of financial and methodologic limitations
due to the nonfully automatized and nonquantitative isoelectric
focusing method, other CSF biomarkers are being investigated
to join or replace OCB determination in MS spectrum disor-
ders. The CSF kappa free light chain (KFLC) detection is an
emerging MS biomarker reflecting intrathecal B-cell activity
and having the interest of being quantitative and fully autom-
atized. Many multicenter cohort studies found that KFLC
shows good accuracy in detecting MS compared with control
populations,”'m even when MS is compared with other
immune-mediated CNS disorders.' "*' Many KFLC bio-
markers have been studied, and there is growing evidence that

Neurology: Neurcimmunology & Neuroinflammation | Volume 10, Number 6 |

the KFLC index (K-index) or KFLC intrathecal fraction
(K-IF), both using an albumin quotient as a blood-brain barrier
permeability data correction variable, seems to have better
performances in estimating KFLC intrathecal synthesis and
diagnose MS, both with equal l:mrt'orrna.nc:125.1:"’u However, we
lack data on the prognoestic role of the K-index in patients
presenting with CIS,*** and there are no data in RIS.

This study investigated whether the K-index could predict
new clinical events and new T2L on follow-up MRI scans in
patients presenting with CIS and RIS.

Methods

Standard Protocol Approvals, Registrations,
and Patient Consents

According to French laws, the patients received transparent,
fair, and appropriate research information, and written in-
formed consent was obtained. The study was conducted fol-
lowing the Declaration of Helsinki and received approval
from the institutional review board of the University Hospital
of Nice (IRB number 2022 — EI-026).

Study Design

Based on prospectively acquired data, this retrospective study
was conducted on patients referred to the MS tertiary center
of Nice University Hospital, France. From May 1, 2018, to
July 1, 2021, all consecutive patients older than 18 years
presenting to our institution for a suspected MS diagnostic
workup with at least 1-year follow-up and a CSF study were
eligible. The patients were excluded from the analysis if they
underwent lumbar puncture more than 6 months after the
clinical event, if a disease-modifying treatment (DMT) was
initiated before sampling (excepted for steroids), or if another
diagnosis than CIS or RIS was made, including clinically
definite MS. According to our institutional routine diagnostic
workup, all patients underwent a brain and spinal cord 3T
MRI, blood, and CSF analysis, including OCB determination
and KFLC quantification. According to the standard of care,
all patients had at least 1 clinical visit and 1 follow-up MRI per
year. Medical electronic files of all eligible patients were
recorded to collect demographic, clinical, biological, and
MRI-needed data. Patients were then separated into groups
according to their diagnosis: The CIS group comprised pa-
tients presenting with a first clinical demyelinating event,
whatever their MRI and biological characteristics, and the RIS
group formed patients presenting with typical MS-suggestive
MRI T2L without a medical history of clinical events
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Table 1 Description of the Population According to Both CIS and RIS Groups

CIS, n =146 RIS, n= 36
Age (y). median [Q1; Q3] 38 [29; 46) 46 (33; 56)
Sex (female), n (%) 96 (66) 31 (86)
No. of patients fulfilling the 2017 McDonald criteria, n (%) 78(53) —
Type of the clinical event at sampling
Optic neuritis, n (%) 40 (28) —
Myelitis, n (%) 64 (44) —
Infratentorial attack, n (%) 37(25) —_
Steroid use before sampling, n (%) 12(8) 00
Time of disease duration at sampling (d), median [Q1; Q3] 22(7; 62] —
No. of patients with T2L in the location
Periventricular, n (%) 94 (64) 36 (100)
Juxta/cortical, n (%) 83(57) 31(86)
Infratentorial, n (%) 76(52) 13(36)
Spinal cord, n (%) 97 (66) 9 (25)
No. of patients with isolated symptomatic T2L, n (%) 55 (38) -
No. of patients with gadolinium-enhancing lesion, n (%) 62/130 (48) 2/31(6)
No. of MRI/year/patient, median [Q1; Q3] 1.5[1.1;1.9] 1.1(0.81.5)
CSF protein count (g/L), median [Q1; Q3] 0.34 [0.27; 0.46] 0.32 (0.26; 0.43)
CSF WBC count {/mm?), median [Q1; Q3] 2[0; 5] 1(0; 3)
1gG index, median [Q1; Q3] 0.68 [0.58; 1.00] 0.61 (0.54; 0.98)
Positive OCB status, n (%) 79 (54) 16 (44)
K-index, median [Q1; Q3] 37 [4; 106) 19(3; 112)
Follow-up duration (mo), median [Q1; Q3] 20[13; 33) 25(16; 35)
No. of patients with clinical attack during follow-up, n (%) 21(14) 7(19)
Time to clinical attack (mo), median [Q1; Q3] 10(6; 13] 19(11; 38)
No. of patients with DMT start before clinical attack, n (%) 69 (47) 0 (0)
No. of patients with new T2L during follow-up, n (%) B85 (58) 20(56)
Time to new T2L (me), median [Q1; Q3] 6[3; 11) 161(9; 24)
No. of patients with DMT start before new T2L, n (%) 20(14) 0 (0)

Abbreviations: CIS = dinically isolated syndrome; DMT = disease-modifying treatment; 1gG = immunoglobulin G; KFLC = kappa free light chain; RIS =

radiologically isolated syndrome; WBC = white blood cell.

suggestive of demyelinating CNS disorder according to RIS
diagnosis criteria,

Collected Data

For all included patients, the following data were recorded at
baseline: age, sex, time from the dinical event to blood and CSF
sampling, type of clinical demyelinating symptom, steroid use
before the workup, DIS location of T2L on the index brain and
spinal cord MRI, presence of gadolinium-enhancing T'1-weighted

Neurology.org/NN
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lesion on index MRI, CSF protein, and white blood cell counts.
CSF and serum albumin, IgG, OCB, and KFLC were recorded. At
every follow-up visit, the following data were recorded: clinical
attack occurrence suggestive of MS, presence of new T2L on MRI
scan, and the initiation of disease-modifying treatment.

MRI Analysis

All patients underwent brain and spinal cord MRI accordin
to routine care at baseline, with standardized MRI protocolsz‘
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Figure 1 Time-Dependent ROC Analyses

A. New T2L prediction in CIS

B. New T2L prediction in RIS

C. Clinical attack prediction in CIS
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The figure shows the ability of the K-index to predict over time (time-dependent AUC) new T2L occurrence in patients with CIS (panel A), new T2L occurrence in
people with RIS (panel B), and clinical eventoccurrence in patients with CIS (panel C). Overall, the ability of the K-index to predict outcomes increases over time
for CIS but decreases for RIS. The dashed lines show time-dependent Cls. AUC = area under the curve; CIS = clinically isolated syndrome; RIS = radiologically

isolated syndrome; T2L = T2-weighted MRI lesions.

including 3D fluid-attenuated inversion recovery (FLAIR), T2-
weighted, and T 1-weighted images. Gadolinium-enhanced T'1-
weighted images were recorded for most participants (n = 161
(88%)). All images were obtained on a 3T field strength MRI
with axial and sagittal 1-mm-thick slice. MRI reading and analysis
were performed by 2 experienced neurologists-radiologists (L.M.
and C.L.F.). All patients underwent at least a yearly brain MRI
evaluation. According to clinical practice, some participants were
evaluated more frequently depending on neurologists’ clinical
assessment,

Blood and CSF Analysis

Blood and CSF were collected for all patients and analyzed in
the Nice University Hospital immunology laboratory. Blood
and CSF IgG, albumin, and KFLC were measured by turbi-
dimetry with the analyzer Optilite (The Binding Site, Bir-
mingham, UK) using the serum-free light chain immunoassay
Freelite (The Binding Site, Birmingham, UK), according to
the manufacturer’s instructions, Oligoclonal bands were de-
termined by isoelectric focusing on agarose gel using sub-
sequent immunoblotting using IgG-specific antibody staining
(Hydrasys platform; Sebia, Lisses, France). Oligoclonal band
patterns were evaluated by an experienced biologist and
classified as positive (patterns II and III) or negative (other
patterns). A cutoff of = 2 CSF-restricted bands was used to
define OCB positivity, The determination of intrathecal
synthesis of KFLC was evaluated by the calculation of the
K-index using the formula:

K-index = (CSF KFLC /serum KFLC)/(CSF albumin/serum
albumin). According to previously published data, a K-index
of 28.9 was considered as positive.'’

Statistical Analysis
Continuous variables were described by median and inter-
quartile range (first and third quartiles) and categorical

Neuraology: Neuroimmunology & Meuroinflammation | Volume 10, Number 6 |

variables by count and percentage. The association of
baseline covariates with the K-index was analyzed nonpara-
metrically using the Wilcoxon rank-sum test for binary var-
iables or the Kruskal-Wallis test for categorical variables with
more than 2 levels,

The predictive performance of the quantitative K-index was
analyzed using time-dependent ROCs to account for cen-
sored data: area under the curve (AUC) was calculated at
different time points after diagnosis with a weighting by the
inverse probability of the censoring approach. Optimal cutoffs
at 12, 24, and 36 months were determined by maximizing the
Youden index with a bootstrap method for the 95% CIL
Sensitivity, specificity, positive predictive value, and negative
predictive value were assessed at 12, 24, and 36 months using
an independent K-index cutoff of 8.9 and for OCB. Di-
agnostic performances of our calculated K-index thresholds
were not used for statistical analyses because of high hetero-
geneity (different cutoffs at each time point and large
95% Cls).

The time to first new T2L and clinical relapse were analyzed
with survival curves estimated using the Kaplan-Meier
method for the binarized K-index using the 8.9 cutoff'” and
for OCB, with statistical significance assessed using the log-
rank test. Univariate Cox regressions were constructed for
each baseline covariate to determine the hazard ratio (HR ) of
the time to first new T2L and clinical relapse. The pro-
portional hazard assumption was visually assessed using
Schoenfeld residuals. The Harrell c-index was calculated to
compare each variable based on the goodness of fit of the
univariate model, ranging from 0.5 (not better than random)
to 1 (perfect concordance). p Values less than 0.05 were
considered statistically significant. Analyses were performed
using R software, version 4.0.3,% with the timeROC package
for time-dependent ROC analysis.*”

November 2023 Neurology org/NN

14y



Table 2 Hazard Ratio of Key Variables and Their Concordance Index in Estimating the Risk of New T2L Occurrence in

Patients With CIS

No Value Hazard ratio 95% CI p Value c-Index
None - - - - - 0.50
Sex (male) 146 - 0.76 047-1.21 0244 0.51
Age 146 Per 10 y increase 0.60 0.48-0.73 <0.001 0.67
Clinical event 146 Optic neuritis 0.56 0.32-1.01 0.051 0.59

146 Myelitis 0.52 0.31-0.86 0.012 0.59
No. of affected MS locations by T2L on baseline 146 1 1.23 0.26-5.82 0.790 0.72
MRI scan

146 2 6.69 1.46-30.55 0014 0.72

146 3or4d 10.59 2.59-43.36 0.001 0.72
Gadolinium-enhanced T1 lesion on baseline 130 Yes 1.40 0.89-2.19 0.144 0.55
MRI scan
K-index 146 Per 10 increase 1.06 1.04-1.07 <0.001 0.77
Binarized K-index (>8.9) 146 Positive 1717 7.41-39.79 <0.001 0.73
ocB 146 Positive 459 2.80-7.53 <0.001 0.69

Abbreviations: CIS = clinically isolated syndrome; K-index = kappa free light chain index; OCB = oligoclonal band; T2L = T2-weighted lesion.

Data Availability

Data not provided in the article because of space limitations
may be shared (anonymized) at the corresponding author’s
request for replicating procedures and results.

Results

Three hundred forty-four consecutive patients presented to our
department during the study period for the diagnostic workup of a

suspected MS, and 182 patients (146 CIS and 36 RIS) were
included (eFigure 1, linkslww.com/NXI/A896 in supplementary
material). One hundred and twenty-seven (70%) patients were
women; the median age was 39 years (30; 48). Participants with
CIS and RIS were comparable according to their CSF analysis and
follow-up duration. People with RIS were older and more fre-
quently women than patients with CIS in this cohort (Table 1).

Both participants with CIS and RIS had similar K-index values
(median of 369 [4.1; 105.8] for CIS and 18.9 [3.1; 111.9] for RIS,

Figure 2 Survival Analysis Evaluating New T2L Occurrence in Patients With CIS According to Their Binary K-Index and OCB

Status
A Negative K-index B Negative OCB
Positive K-index Positive OCB
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The figure shows the time to new T2L in patients with CIS according to their positive (blue line) or negative (red line) K-index status (panel A) and their positive
(blue line) or negative (red line) OCB status (panel B). OCB = oligoclonal band; T2L = T2-weighted MRI lesions.
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Table 3 Hazard Ratios of Key Variables and Their Concordance Index in Estimating the Risk of New T2L Occurrence in

People With RIS

No Value Hazard ratio 95% ClI p Value c-index
None — _— _— _— _— 0.50
Sex (male) 36 - 0.43 0.10-1.87 0.260 0.55
Age 36 Per 10 y increase 0.85 0.60-1.21 0.370 0.58
No. of affected MS locations by 36 2 1.84 0.16-20.62 0.620 0.54
T2L on baseline MRI scan

36 3ord 265 0.35-20.03 0.344
Gadolinium-enhanced 3 Yes 10.55 1.90-58.60 0.007 0.58
T1 lesion on baseline MRI scan
K-index 36 Per 10 increase 1.08 1.03-1.13 0.002 0.70
Binarized K-index (>8.9) 36 Positive 3.61 1.46-8.90 0.005 0.70
oCe 36 Positive 210 0.85-5.19 0.107 0.62

Abbreviations: K-index = kappa free light chain index; OCB = oligoclonal band;

RIS = radiologically isolated syndrome; T2L = T2-weighted lesion.

p = 0440) and positive OCB status (54% for CIS and 44% for
RIS, p = 0.393). Positive OCB and K-index (binarized according
to the 89 cutoff) were concordant in 149 (82%) patients. From
the 33 (18%) remaining patients, most of them (n = 30) had a
positive K-index with negative OCB. Detailed demographic,
clinical, biological, and MRI data are provided in Table 1.

Of the 146 patients with CIS, 62 (48%) had at least 1
gadolinium-enhanced lesion on the baseline MRI scan, and 78
(53%) could be diagnosed with MS according to the 2017

McDonald criteria. From the 29 patients with CIS fulfilling
the 2017 McDonald criteria because of OCB positivity (no or
not reported T1 gadolinium-enhancing lesion), the median
K-index value was 103.0 [53.6; 231.2], with a minimum value
of 35.3.

At baseline, the K-index values significantly increased with
the presence of a T1l-weighted gadolinium-enhancing lesion
(p = 0.049), the number of MS DIS locations on MRI (p <
0.001), and a positive OCB status (p < 0.001) and decreased

Table 4 Hazard Ratios of Key Variables and Their Concordance Index in Estimating the Risk of Clinical Attack Occurrence

in Patients With CIS

No Value Hazard ratio 95% CI p Value c-index
MNone — — — — — 0.50
Sex (male) 146 — 0.44 0.15-1.31 0.142 0.56
Age 146 Per 10y increase 0.69 0.46-1.03 0.071 0.64
Clinical event 146 Optic neuritis 059 0.17-2.09 0.412 0.57

146 Myelitis 0.80 0.29-2.26 0.667
No. of affected MS locations by 146 1 — — — 0.65
T2L on baseline MRI scan

146 2 —_ — —

146 Jord —_ — —
Gadolinium-enhanced 130 Yes 0.88 0.36-2.12 0.772 0.50
T1 lesion on baseline MRI scan
K-index 146 Per 10 increase 1.04 1.01-1.07 0.007 0.71
Binarized K-index (>8.9) 146 Positive —_ - — 0.68
OCB 146 Positive 256 0.99-6.60 0.053 0.62

Abbreviations: K-index = kappa free light chain index; OCBE = oligoclonal band; T2L = T2-weighted lesion.
No HR could be estimated in clinical attack prediction for the variables “No. of affected MS locations by T2L on baseline MRI scan” and the “Binarized K-index”

because no events occurred in one of the subgroups.
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Figure 3 Survival Analysis Evaluating Clinical Attack Occurrence in Patients With CIS According to Their Binary K-Index and

OCB Status
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The figure shows the time to clinical attack occurrence in patients with CIS according to their positive (blue line) or negative (red line) K-index status (panel A)
and their positive (blue line) or negative (red line) OCB status (panel B). TS = clinically isolated syndrome; OCEB = oligoclonal band.

with age (p = 0.001). The gender (p = 0.074) and the type of
the clinical event (p = 0.171) did not statistically influence
K-index values (eFigure 2, links.lww.com/NXI/A896 in
supplementary material).

During the follow-up period (median of 21 months [13; 33]),
28 patients (15%) experienced a clinical event (21 CIS and 7
RIS), and 105 (58%) experienced at least 1 new T2L on
follow-up MRI scans (85 CIS and 20 RIS). From the 69
patients with CIS for whom a DMT was started early after
lumbar puncture, and before new dlinical event occurrence,
the median K-index was 72.5 [39.5; 214.6].

K-Index Value Predicted New T2L in Patients
With CIS

According to time-dependent ROC analysis, the K-index had
good prognostic performances to predict new T2L in CIS
during follow-up, with AUC ranging from 0.86 [0.80; 0.92] at
12 months to 0.96 [0.91; 1.00] at 48 months (Figure 1A). As
shown in Figure 1A, the AUC was stable over time. The
supplementary data show individual ROC at different time
points (eFigure 3, links.lww.com/NXI/A896). The obtained
optimal cutoffs were 30.5 [11.6; 36.7] at 12 months, 14.9 [9.6;
409] at 24 months, and 13.6 [5.9; 46.6] at 36 months.
According to Cox regression analysis, the hazard of new T2L
in patients with CIS increased by 6% every time the K-index
increased by 10 points (Table 2). Moreover, the K-index was
the variable with the highest predictive performance (c-index
of 0.77), compared with the number of DIS locations on T2-
weighted images on baseline MRI scan (c-index of 0.72), the
presence of T1 gadolinium-enhancing lesion (c-index of
0.55), and the OCB status (c-index of 0.69) (Table 2).

When using the K-index as a binary variable (positive or
negative according to the 8.9 cutoff value), the K-index had a

Neurology.org/Nh

better sensitivity (0.97-0.98 vs 0.70-0.82) and a slight lower
specificity (0.55-0.79 vs 0.67-0.79) than OCB to predict new
T2L over time in CIS (eTable 1, links.Iww.com/NXI/A896 in
supplementary material ). Kaplan-Meier analyses showed that
both OCB and the binarized K-index could predict the time to
new T2L in patients with CIS (p < 0.0001, Figure 2).

K-Index Value Predicted New T2L in People
With RIS

According to time-dependent ROC analysis, the K-index was
able to predict new T2L in RIS, with AUC ranging from 0.84
[0.66; 1.00] at 12 months to 0.64 [0.43; 0.85] at 24 months
(Figure 1B). The supplementary data show individual ROC at
different time points (eFigure 4, links.Iww.com/NXI/A896).
The obtained optimal cutoffs were 302 [212; 227.2] at 12
months and 17.7 [2.1; 227.2] at 24 months. According to Cox
regression analysis, the hazard of new T2L in patients with
RIS increased by 8% every time the K-index increased by 10
points (Table 3). Again, the K-index was the variable with the
highest predictive performance (c-index of 0.70), compared
with the number of DIS locations on T2-weighted images on
baseline MRI scan (c-index of 0.54), the presence of T1
gadolinium-enhanced lesion (c-index of 0.58), and the OCB
status (c-index of 0.62) (Table 3).

When using the K-index as a binary variable (positive or neg-
ative according to the 8.9 cutoff value), the K-index had a better
sensitivity (0.80-0.88 vs 0.58-0.75) and a lower specificity
(0.38-0.48 vs 0.62-0.67) than OCB to predict new T2L over
time in RIS (eTable 2, links.lww.com/NXI/A896 in supple-
mentary material). Kaplan-Meier analyses showed that the
binarized K-index could predict the time to new T2L in RIS
(p = 0.025). Oligoclonal bands did not reach statistical signif-
icance for predicting new T2L in RIS (p = 0.100). Survival
analyses are shown in supplementary material (eFigure 5).
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K-Index Predicted Clinical Attack During
Follow-up in Patients With CIS

According to time-dependent ROC analysis, the K-index had
good prognostic performance to predict clinical attack in CIS,
with AUC ranging from 0.75 [0.65; 0.85] at 12 months to 0.87
[0.74; 1.00] at 48 months (Figure 1C). As shown in
Figure 1C, the AUC was stable over time. The supplementary
data show individual ROC at different time points (eFigure 6,
linksIww.com/NXI/A896). The obtained optimal cutoffs
were 23.6 [20.0; 98.4] at 12 months and 9.6 [6.9; 80.5] at 24
months. According to Cox regression analysis, the hazard of
clinical relapse in patients with CIS increased by 4% every
time the K-index increased by 10 points (Table 4). The
K-index was the variable with the highest predictive perfor-
mance (c-index of 0.71), compared with the number of DIS
locations on T2-weighted images on baseline MRI scan
(ciindex of 0.65), the presence of T1 gadolinium-enhanced
lesion (c-index 0f 0.50), and the OCB status (c-index of 0.62)
(Table 4).

When using the K-index as a binary variable (positive or
negative according to the 8.9 cutoff value), the K-index had a
better sensitivity (1.00 vs 0.68-0.77) and a lower specificity
(0.35-0.42 vs 049-0.65) than OCB to predict new clinical
events over time in CIS (eTable 3, links.lww.com/NXI/A896
in supplementary material). Kaplan-Meier analyses showed
that the binarized K-index (p = 0.008) and OCB (p = 0.045)
could predict the time to new clinical events in patients with
CIS. Survival analyses are shown in Figure 3.

Discussion

In this prospective cohort of 146 patients with CIS and 36
patients with RIS, we show that the K-index measurement in
the CSF is an exciting tool to predict the occurrence of new
T2L at the early stages of MS spectrum disorders. The pre-
diction extends to the clinical attack occurrence in patients
with CIS. Of importance, we found that using the K-index as a
continuous variable allows estimating the risk to fit the out-
come (new T2L or clinical event) with a better concordance
than a binarized K-index, reinforcing the use of a quantitative
biomarker in such an approach.

Dedicated longitudinal studies focusing on the diagnostic
petformance of KFLC measurement to predict MS in patients
presenting with early suggesting features (i.e., CIS and RIS)
are still being determined. Z?*2%3% Most of these studies fo-
cused on the ability of the K-index to predict the occurrence of
a second clinical event, but none specifically looked at
whether the K-index could predict asymptomatic disease ac-
tivity with the occurrence of new T2L. The 2017 McDonald
criteria, used in clinical practice, specify that radiologic DIS
and DIT, according to T2 or T1 gadolinium-weighted se-
quences, are enough to establish MS diagnosis and initiate
specific DMT.® Therefore, clinical relapse as the primary
outcome of MS conversion does not reflect usual practice and
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could underestimate the K-index predictive value. However,
given the low number of clinical attacks in our RIS group, we
could not show whether the K-index could predict clinical
attack in this population and extend to the 2017 McDonald
criteria fulfillment.

To our knowledge, there is only one study that evaluates the
diagnostic performance of the K-index in predicting MS
according to either new T2L or clinical relapse.23 Based on the
evaluation of 214 CIS patients, the authors found that using a
positive K-index, based on a 5.9 or 6.6 cutoft values,"®*! had
similar performances to OCB in predicting 2017 McDonald
criteria fulfillment, with a slight increase in accuracy favoring
the use of the K-index.”* We found similar results, although, in
our prospective cohort, the K-index could predict new T2L
and clinical relapse in patients with CIS with a better con-
cordance than OCB. Compared with the previous study,” we
included all patients raising a suspicion of MS consecutively
with a prospective evaluation of CSF parameters. Our follow-
up duration is shorter (ie, 2 years) but is counterbalanced by
each patient’s yearly clinical and MRI assessment.

Our findings, associated with others®** together suggest that
the K-index should be evaluated in clinical practice as a DIT-
replacing biomarker. The unresolved question is how to use it
in clinical practice. There is currently no consensus on the
cutoff value to use to separate patients as having intrathecal
KFLC synthesis or not having it.*** Our results show that
optimal K-index cutoffs that best separate patients vary over
time. Moreover, the Cls associated with our K-index cutoffs
are wide. For these reasons, we chose to not analyze the
diagnostic performances of our obtained cutoffs, focusing on
an independent one established on a large cohort of pa-
tients."” A main finding is that we show that by using an 8.9
K-index cutoff, none of the negative K-index CIS patients
experienced a clinical event during follow-up, highlighting the
good sensitivity of such a biomarker. Therefore, using a low
K-index cutoff, it is 5.9, 6.6, or 8.9, was sufficient to discrim-
inate patients at low risk of new T2L or clinical events in this
cohort. In positive K-index patients, the risk could be gradu-
ated using the continuous K-index to increase specificity for
MS diagnosis.

Our knowledge about KFLC measurement in RIS is poor.
Two previous KFLC studies included people with RIS as
MS or control populations, but did not analyze them
separately.**** Even if our sample of RIS is small, we could
find that the K-index could predict new T2L over time. Of
interest, as for patients with CIS, higher K-index values were
associated with a shorter time to new T2L. Unfortunately, we
could not find an association between the K-index and the risk
of clinical attack in RIS because of the low number of included
patients. Therefore, RIS-dedicated studies should be per-
formed, including more patients, to evaluate the clinical pre-
dictive role of the K-index. However, this result is of interest;
at the same time, the RIS criteria have been revised,'® and
asymptomatic radiologic activity (i.e, new T2L and/or new
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T1 gadolinium-enhancing lesion) and the presence of OCB
appear as a critical feature in diagnosing people with RIS.

This study has some strengths but also many limitations.
Being a monocentric analysis, the K-index performances may
be overestimated, and multicentric prospective studies must
confirm these results. Nonetheless, our results are concordant
with others, reinforcing their interest.

The median follow-up of our cohort was short. It may lead to
underestimating the K-index predictive performance. At the same
time, some patients, classified as “not fulfilling the outcome,” may
present with new T2L or clinical attacks in the further years of
follow-up. Even if the timeline is short, our results remained sta-
tistically significant with stable AUC over time, particulady for
patients with CIS.

In our cohort, we reported that half of our patients had pos-
itive OCB (549% of CIS and 44% of RIS), which is lower than
that usually reported.'"' It might be explained by the
interrater reliability of the isoelectric focusing method,®
reinforcing the need to use a fully automatized tool to mea-
sure intrathecal B-cell activity. Another explanation could be
the prospective recruitment of this cohort. Some of our pa-
tients with CIS might be diagnosed retrospectively as having a
monophasic idiopathic inflammatory demyelinating disease
(i.e., idiopathic optic neuritis or myelitis),” whereas 38% of
our CIS cohort had a solitary symptomatic T2-weighted MRI
lesion. We know that a small proportion of these patients may
develop clinically definite MS.*"** Still, they constitute the
challenging part of patients for whom a prognostic biomarker
is needed. Of importance, all patients with CIS with solitary
T2-weighted images who experienced new T2L or clinical
relapse had an elevated K-index.

Finally, DMT start was not taken into account as a cofounding
predictive factor. It has been performed deliberately for many
reasons. First, DMT was started before new T2L occurrence in
a small number of patients (n = 20). From these patients, the
K-index value was elevated (median of 94.6). Therefore, some
K-index-positive patients may be wrongly considered as not
fulfilling the outcome, leading to an underestimation of the
predictive value of the K-index. Second, in clinical practice,
DMT start is made according to other known predictive factors
such as the presence of T'1 gadolinium-enhancing lesions or a
high number of T2L. We show, in this study, that the K-index
positively correlated with such MRI predictive biomarkers but
also that it could predict the outcome with a better concor-
dance. Third, all patients for whom a DMT was started in this
study fulfilled the 2017 McDonald criteria. In clinical practice,
the interest of using a biomarker to predict new T2L or clinical
relapse is not needed in patients for whom a DMT can be
started independently of such biomarker. Finally, it is difficult
to assess the impact of DMT on the prognostic role of the K-
index statistically, while it will require a very large cohort of
patients, with some of them having a DMT and a negative K-
index. Qur cohort was too small to evaluate it.

MNeurology.org/NN
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Our study also has strengths. It has the advantage of being one
of the first to evaluate the K-index as a predictive biomarker of
asymptomatic new T2L. This outcome is relevant for clinical
practice, although neurelogists usually do not wait for another
clinical event to identify DIT and treat patients as having MS.
Moreover, our results align with others, identifying that the
K-index is a highly sensitive biomarker to predict outcomes in
CIS with very good performances and the first one using time-
dependent ROC analyses to assess it. It reinforces the need for
CSF analysis in diagnosing patients raising a suspicion of MS.

In conclusion, our study shows that the K-index reflects early
disease course in MS spectrum disorders because it predicts
new T2L in patients with RIS and MS (new T2L or clinical
event) in patients with CIS. According to these findings and
others, adding the K-index in the further revisions of MS
diagnosis criteria should be discussed.
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