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DESCRIPTION DU PRODUIT

Clone : polyclonal

Isotype : 1gG F(ab’)2de lapin

Application testée : cytométrie en flux

Immunogéne : chaines légéres d'immunoglobulines
polyclonales de types Rappa et lambda isolées a partir d'un pool
de sérums humains. Réactivité par espéce : humaine

Conditions de conservation : conserver a I'abri de la lumiére
entre 2 et 8°C

Tampon de conservation : solution aqueuse tamponnée
contenant un stabilisateur de protéines et 0,09 % d'azide de
sodium (Nan,).

Utilisation recommandée : Immunostep Kappa/Lambda est
destiné a la détection et au dénombrement simultanés des
lymphocytes B porteurs de chaines légeres lambda dans le sang
périphérique par cytométrie en flux. Ce réactif est efficace pour la
coloration par immunofluorescence directe de tissus humains en
vue d'une analyse par cytométrie en flux, a raison de 10 pl Pour
10°cellules.

Présentation : liquide.

Anticorps polyclonal de lapin ciblant les chaines Iégéres Rappa
et lambda humaines, conjugué respectivement aux
fluorochromes FITC et PE. Fourni dans une solution aqueuse
contenant une protéine stabilisante et 0,09 % d'azide de sodium
(NaNs) comme conservateur.

Fluorochrome Fourni Concentration Volume/test
réactif (mg/ml)
FITC 0,15
PE 50 tests ol 10 pL

Source : les anticorps proviennent de deux sérums purifiés
obtenus a partir de lapins ; I'un des lapins a été immunisé avec
des chaines légéres lambda humaines, tandis que l'autre a été
immunisé avec des chaines légéres Rappa humaines.
Purification : chromatographie d'affinité.

PERTINENCE CLINIQUE

Le test « Anti-Kappa/Lambda humain », qui comprend a la fois
des anticorps anti-Rappa et anti-lambda, est essentiel
pour la caractérisation immunophénotypique des
populations  de lymphocytes B et joue un rdle clé dans le
diagnostic et le suivi des hémopathies malignes et des déficits
immunitaires. L'analyse des profils d'expression des chaines
légéres permet de distinguer les expansions polyclonales
des expansions monoclonales des lymphocytes B.

Chez les individus sains, les lymphocytes B expriment soit
des chaines légéres d'immunoglobulines Rappa, soit des chaines
légéres lambda, en maintenant un rapport Rappa/lambda
relativement constant — généralement d’environ 2:1. Un écart
significatif par rapport a ce rapport, en particulier la présence
d'une population dominante n‘exprimant que des chaines Rappa
ou que des chaines lambda, est révélateur d'une restriction des
chaines légéres, une caractéristique de la clonalité des
lymphocytes B. Ce phénomene est couramment
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associée a des troubles tels que la leucémie lymphoide
chronique (LLC), les lymphomes non hodgRiniens a cellules B
et le myélome multiple.

L'analyse par cytométrie en flux a l'aide d'anticorps anti-
Rappa et anti-lambda facilite [Iidentification rapide des
populations clonales de lymphocytes B, ce qui permet d'établir
un diagnostic différentiel entre les processus polyclonaux
réactifs et les proliférations monoclonales néoplasiques.
Cette distinction est cruciale pour établir un diagnostic
précis, établir un pronostic et orienter les décisions
thérapeutiques.

De plus, I'évaluation combinée de I'expression des chaines
légeres est précieuse dans I'évaluation des immunodéficiences
primaires et secondaires, ou des perturbations du
développement ou du fonctionnement des lymphocytes B
peuvent altérer la distribution normale des chaines légéres.

DETAILS SUR L'ANTIGENE

Description détaillée L'évaluation de I|'expression des
chaines Rappa/lambda a la surface cellulaire permet
d’identifier des populations de lymphocytes B a caractére
clonal et peut ainsi faciliter le diagnostic des hémopathies
malignes. Plusieurs troubles des Ilymphocytes B sont
associés a une diminution des taux de chaines Rappa/
lambda a la surface cellulaire.*)

PRINCIPES DU TEST

L'anticorps  polyclonal anti-Kappa/Lambda humain se
lie spécifiquement aux chaines légéres lambda exprimées a la
surface ou dans le cytoplasme des lymphocytes B. Pour
identifier ces cellules, I'échantillon est incubé avec
I'anticorps conjugué a un fluorochrome, puis analysé par
cytométrie en flux. L'intensité de la fluorescence refléte la
présence et I'abondance relative des chaines Iégéres lambda,
ce qui permet de caractériser les populations de lymphocytes
B et d’évaluer leur clonalité.

CONDITIONS DE CONSERVATION ET DE MANIPULATION
APPROPRIEES

Conserver a I'abri de la lumiere, au réfrigérateur entre 2 °C et 8 °
C. NE PAS CONGELER. L'anticorps est stable jusqu’a la
date de péremption indiquée sur I'étiquette du flacon s'il est
conservé entre 2 °C et 8 °C. Ne pas utiliser aprés la date
indiquée.

Une fois le flacon ouvert, le produit est stable pendant 90 jours.
SIGNES DE DETERIORATION

Les réactifs ne doivent pas étre utilisés si des signes de
détérioration sont observés. Pour plus d’informations, veuillez
contacter notre service technique : tech@immunostep.com
Le produit se présente normalement sous la forme d'un
liquide incolore et semi-transparent. Il ne doit pas étre utilisé
si le milieu liquide est trouble ou contient un précipité. Il doit
étre inodore.

RECOMMANDATIONS ET AVERTISSEMENTS /f\

a) Les réactifs contiennent de I'azide de sodium. En
milieu acide, celui-ci se transforme en acide
hydrazoique, un composé hautement toxique.
Les composés azotés doivent étre dilués dans
de l'eau courante avant d'étre éliminés. Ces
précautions sont recommandées afin d'éviter la
formation de dépéts dans la plomberie, ol des
conditions explosives pourraient se développer.
La fiche de données de sécurité (FDS) est
disponible en ligne a I'adresse
Www.immunostep.com

b)  Evitez toute contamination microbienne du réactif.

) Protéger de la lumiére. Utiliser un éclairage
tamisé lors de la manipulation, de l'incubation
avec les cellules et avant I'analyse.
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d) Nejamais pipeter a la bouche.

e) En cas de contact avec la peau, laver
abondamment a l'eau.

f) Les échantillons doivent étre manipulés de la
méme maniére que ceux susceptibles de
transmettre une infection. Des procédures de
manipulation appropriées doivent étre garanties.

g) Ne pas utiliser aprés la date de péremption
indiquée sur le flacon.

h)  Tout écart par rapport a la procédure
recommandée pourrait invalider les résultats de
I'analyse.

i) A USAGE DIAGNOSTIQUE IN VITRO.

i) Réservé a un usage professionnel.

R)  Avant de prélever les échantillons, il est
nécessaire de s'assurer que le cytomeétre en flux
est étalonné et compensé.

PRELEVEMENT DES ECHANTILLONS

Le préléevement déchantillons de sang veineux doit étre
effectué dans des tubes de prélévement sanguin contenant
I'anticoagulant approprié (EDTA ou héparine)’® . Pour
obtenir des résultats optimaux, I'échantillon doit étre traité
dans les six heures suivant le prélévement. Les échantillons
qui ne peuvent pas étre traités dans les 48 heures suivant le
prélévement doivent étre éliminés. Veuillez vous
adresser au support technique
d'www.immunostep.com pour plus d’informations.

GARANTIE

La garantie porte uniquement sur la conformité a la quantité
et au contenu indiqués sur I'étiquette ou dans la notice du
produit au moment de la livraison au client. Immunostep
décline par la présente toute autre garantie. La
seule responsabilité d'Immunostep se limite soit au
remplacement des produits, soit au remboursement du prix
d'achat.

1. MATERIEL NECESSAIRE MAIS NON FOURNI

. Centrifugeuse

. Tubes de cytométrie en flux de 12 x 75 mm
couramment utilisés

. Micropipettes permettant de doser des
volumes compris entre 5 pl et 2 ml

. Tubes de préléevement sanguin avec anticoagulant.

. Solution saline tamponnée au phosphate
(PBS) contenant 0,09 % d'azide de
sodium. |l estrecommandé d'ajouter 0,5 % de
BSA

. Systéme d'aspiration

. Solution de lyse (réf. RBC-10X)

. Cytométre en flux équipé d'un laser et de filtres a
fluorochromes appropriés

. Agitateur vortex

2. PREPARATION DE L'ECHANTILLON : PROCEDURE
AVEC PRE-LAVAGE

1. Pipeter 300 pL d'échantillon dans un tube Falcon
de 10 mL.

2. Ajouter 6 mL de tampon de lavage et bien
mélanger, de préférence en agitant doucement au
vortex.

3. Compléter le tube jusqu'a 10 mL en ajoutant 4 mL
supplémentaires de tampon de lavage.
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4, Mélangez a nouveau soigneusement en agitant
doucement au vortex.

5. Centrifuger a 540 g pendant 5 minutes.

6.  Eliminer soigneusement le surnageant a laide
d'une pipette Pasteur ou dun systéme
d'aspiration,
culot cellulaire.

7. Remettre délicatement le culot en suspension.

8. Répétez les étapes 2 a 7 deux fois de plus (pour
un total de trois étapes de lavage).

9.  Aprés le dernier lavage, remettre le culot cellulaire
en suspension dans 300 pL de tampon de lavage.

10. Poursuivre selon le protocole standard
coloration pour les anticorps de surface
intracellulaires.

Remarque 1 : pour les échantillons de petit volume
(par exemple, le liquide céphalo-rachidien ou les
aspirats vitréens), centrifuger la totalité du volume a
540 g pendant 5 minutes, éliminer le surnageant, puis
remettre en suspension dans 300 pL de tampon de
lavage avant de poursuivre.

Effectuez l'acquisition sur un cytométre en flux ou
conservez les échantillons a I'abri de la lumiére entre 2 °C et
8 °C jusqu'a ce que l'analyse soit réalisée. Les échantillons
doivent étre analysés dans les 3 heures suivant la lyse.

3.  ANALYSE PAR CYTOMETRIE EN FLUX

Mesurer la fluorescence attribuée a I'anticorps et
déterminer le pourcentage de cellules positives. Il est
nécessaire d’utiliser un contréle isotopique conjugué au
méme fluorochrome, de méme type d’'immunoglobuline et
de méme concentration, afin d'évaluer et de corriger la
liaison non spécifique des lymphocytes (voir la liste du
matériel requis mais non fourni). Définir une zone d‘analyse
pour éliminer le bruit de fond de fluorescence et n‘inclure que
les cellules marquées positivement.

4. LIMITES DE LA PROCEDURE

1. Une incubation de ['anticorps avec les cellules
selon des  procédures autres que celles
recommandées peut entrainer une
une perte des déterminants antigéniques a la
surface cellulaire.

2. Les valeurs obtenues chez des individus sains
peuvent varier d'un laboratoire a l'autre ; il est
donc recommandé que chaque laboratoire

établisse sa propre fourchette de référence
normale.
3. Les cellules ou lignées cellulaires anormales

peuvent présenter une densité antigénique plus élevée
que les cellules normales. Dans certains cas, cela peut
nécessiter [‘utilisation d'une quantité d'anticorps
monoclonal supérieure a celle indiquée dans les
procédures de préparation des échantillons.

4, Dans les échantillons de sang total, les
globules rouges présents dans les échantillons
anormaux, ainsi que les globules rouges nucléés
(provenant aussi bien  d'échantillons  normaux
qu’anormaux), peuvent étre résistants a la lyse. Des
durées de lyse des globules
longues  peuvent étre nécessaires afin d'éviter
Iinclusion de cellules non lysées dans la région de
sélection des lymphocytes.

5. Les échantillons sanguins ne doivent pas étre
conservés au réfrigérateur pendant une
période prolongée (plus de
nombre de cellules viables diminuera
progressivement, ce qui pourrait avoir une

incidence sur Il'analyse. Afin d’obtenir les
meilleurs résultats, ils doivent étre conservés
a température ambiante immédiatement

I'incubation avec I'anticorps monoclonal.

6. L'exactitude des résultats obtenus par cytométrie
en flux dépend de l'alignement et de I'étalonnage
corrects des lasers, ainsi que des réglages corrects des
portes de sélection.
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5.  VALEURS DE REFERENCE

Des résultats anormaux concernant le pourcentage de
cellules exprimant l'antigéne ou ses niveaux d'expression
peuvent étre dus a des pathologies. Il est conseillé de
connaitre les profils d'expression normaux de I'antigéne
afin de garantir une interprétation correcte des résultats*>© .

Les valeurs obtenues chez des individus sains peuvent
varier d'un laboratoire a lautre ; il est donc
recommandé que chaque laboratoire établisse sa
propre fourchette de référence normale.

6. CARACTERISTIQUES

SPECIFICITE

Les anticorps polyclonaux de lapin dirigés contre les chaines
légéres lambda humaines reconnaissent spécifiquement
la sous-unité lambda des immunoglobulines, qui est
exprimée a la surface d'environ un tiers des
lymphocytes B matures dans le sang périphérique,
ainsi que sur un sous-ensemble de cellules B
immatures dans la moelle osseuse.

1. Profilage des populations cellulaires

Afin  d'évaluer la spécificité analytique, une étude
comparative a été menée a laide dun panel de
cytométrie en flux multicolore comprenant Ianticorps
testé (Immunostep) et un anticorps de référence. Des
échantillons de sang périphérique provenant de donneurs
sains ont été analysés pour évaluer I'expression des
marqueurs au sein de divers sous-ensembles de leucocytes.

L'anticorps testé a montré une coloration forte et spécifique
des lymphocytes B CDI19*, avec une positivité moyenne de
30,9 % et une faible variabilité (CV = 3,1 %). Des sous-
populations telles que les lymphocytes B naifs (CD27-/1gD*)
et les lymphocytes B mémoire (CD27*/IgD") ont également
été clairement identifiées, confirmant la capacité de
I'anticorps a détecter les chaines légéres lambda a différents
stades de maturation des lymphocytes B. Une coloration
minimale, voire nulle, a été observée sur les lymphocytes T,
les cellules NK et les granulocytes, ce qui confirme la
spécificité de I'anticorps.

Il convient de noter que les cellules dendritiques
plasmacytoides  (CDI123*/HLA-DR*) et les cellules
dendritiques dérivées des monocytes (CD167/CDI147) ont
également présenté une forte positivité, ce qui correspond
aux profils d'expression connus des immunoglobulines de
surface dans certains sous-ensembles de cellules
présentatrices d'antigénes.

2. Testdeblocage

Afin de confirmer davantage la spécificité, une expérience de
blocage a été réalisée a l'aide de I'anticorps polyclonal anti-
lambda F(ab'), de DaRo. Les échantillons ont été co-marqués
a la fois avec l'anticorps testé et I'anticorps de référence,
selon des combinaisons réciproques. Aucun blocage complet
n‘a été observé, ce qui indique que les anticorps se lient a
des épitopes distincts ou ne se chevauchant pas, comme on
peut s'y attendre pour des réactifs polyclonaux.

Ces résultats confirment la spécificité analytique de
I'anticorps anti-lambda pour les applications de cytométrie
en flux, ce qui justifie son utilisation dans
l'identification des sous-ensembles de lymphocytes B,
I'évaluation de la clonalit¢é et [I'évaluation des
immunodéficiences.
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SENSIBILITE

La sensibilité analytique de I'anticorps anti-lambda marqué
au PE a été évaluée a l'aide d'un modeéle de dilution en série
avec les lignées cellulaires Daudi (lambda*) et Namalwa
(lambda*). Chaque dilution a été ajustée a une concentration
finale de 1 x 10° cellules par tube, puis analysée en double sur
neuf niveaux de concentration, conformément a I'approche
statistique décrite dans la directive du CLSI intitulée «
Evaluation de la linéarité des procédures de mesure
quantitative : une approche statistique ; directive approuvée
», annexe C.

L'intensité  moyenne de fluorescence (MFI) a été
calculée pour chaque niveau de dilution. Les résultats ont
mis en évidence une forte relation linéaire entre le niveau de
dilution et la MFI, avec un coefficient de détermination (R?)
de 0,978 et 0,996, ce qui indique une excellente linéarité
sur toute la plage testée.

Marqueur R? LoB % Limite de LoQ %
détection
(LoD) %
IKAPPA FITC 0,978 1,06 172 6,41
LAMBDA PE 0,996 0,647 0,656 42

L'intensité moyenne de fluorescence (MFI) a été
calculée pour chaque niveau de dilution. Les résultats
ont montré une forte relation linéaire entre le niveau de
dilution et la MFI, avec un coefficient de détermination
(R?) de 0,99, ce qui indique une excellente linéarité sur
toute la plage testée. La limite du blanc (LoB), la limite de
détection (LoD) et la limite de quantification (LoQ) confirment
la haute sensibilité du test et la fiabilité de la
quantification a de faibles concentrations.

Ces résultats confirment que l'anticorps fournit un signal
fiable et proportionnel sur une large gamme de
concentrations d’antigéne, ce qui justifie son utilisation dans
des applications de cytométrie en flux quantitative.

PRECISION

La précision a été évaluée conformément a la directive CLSI
EPO5-A3 a l'aide d'un plan d'étude 3x3x2x2, comprenant
trois niveaux d'échantillons (faible, moyen, élevé), trois
lots de réactifs indépendants, deux cytométres en flux
CyteR Aurora et deux réplicats par condition. L'étude n'a
pas pris en compte la variabilité inter-jours. L'acquisition
des données a été réalisée sur les instruments CyteR
Aurora, et l'analyse a été effectuée a l'aide du logiciel
Infinicyt™ (BD Biosciences). Ce protocole a permis d'évaluer a
la fois la répétabilité (précision intra-série) et la
précision intermédiaire entre les instruments et les lots de
réactifs dans des conditions de laboratoire controlées.

Répétabilité

Afin d‘évaluer la variabilité intra-essai et la répétabilité,
trois réplicats par niveau d'échantillon ont été analysés sur
trois lots de réactifs et deux cytométres en flux CyteR
Aurora, ce qui a donné un total de 54 mesures par niveau
d’échantillon. L'écart-type (ET) et le coefficient de variation
(CV %) ont été calculés pour chaque condition a partir
des données traitées dans Infinicyt™ (BD Biosciences),
fournissant ainsi une estimation fiable de la
répétabilité dans un environnement de laboratoire controlé.

Marqueur ~ Répétabilité Répétabilite Ecart-type -\ o intra-site
Ecart-type %cv intra-site

FITC 0,38 0,6 0,41 0,7

PE 159 4,2 256 52

Ces résultats démontrent une excellente répétabilité
et des performances constantes entre différents lots
de réactifs et différentes conditions de test au sein d'un
méme laboratoire, dans des conditions de laboratoire
contrélées.
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Précision interlaboratoire

La précision interlaboratoire a été évaluée en
analysant trois réplicats par niveau d'échantillon. Bien que
I'étude n‘ait pas porté sur la variabilité journaliére,
l'utilisation de deux instruments indépendants et de
plusieurs lots de réactifs a permis d’estimer la précision
intermédiaire  dans des conditions interlaboratoires
contrélées. Les données ont été analysées et |'écart-type
(ET) ainsi que le coefficient de variation (CV %) ont été
calculés afin de caractériser la variabilité attribuable aux
différences entre les instruments et les lots de
réactifs. La variabilité entre les laboratoires et les lots
était négligeable, avec:

Inter- Entre laboratoires ~ Entre-lots Entre lots
Marqueur laboratoires % CV Ecart-type %CV
Ecart-type
FITC 0,24 0,40 0,62 10
PE 155 399 243 37

Cela confirme la cohérence des performances de
I'anticorps entre les différents lots de production et
laboratoires.

Reproductibilité

La reproductibilité a été évaluée en analysant trois
réplicats par niveau d'échantillon sur trois lots de réactifs et
deux cytométres en flux CyteR Aurora, soit un total de 36
mesures. Bien que |'étude n'ait pas pris en compte la
variabilité inter-jours ou inter-opérateurs, l'utilisation de
plusieurs instruments et lots de réactifs dans différents
laboratoires a permis  dobtenir une estimation
significative de la reproductibilité¢ dans des conditions
contrélées impliquant plusieurs laboratoires. L'analyse
des données a été réalisée a l'aide d'Infinicyt™ (BD
Biosciences), et I'écart-type (ET) ainsi que le coefficient de
variation (CV %) ont été calculés afin de quantifier la
variabilité globale attribuable aux différences entre
laboratoires et entre équipements.

La reproductibilité a été évaluée a l'aide d'échantillons
stabilisés traités dans plusieurs laboratoires. Les résultats
de reproductibilité étaient les suivants :

Marqueur Reproductibilité Ecart-type  Reproductibilité %
FITC 1,01 cv17

PE 4,48 10,2

Ces résultats confirment que l'anticorps  permet
d'obtenir une coloration homogéne et reproductible dans
différentes conditions de test.

7. GARANTIE

La garantie porte uniquement sur la conformité a la quantité
et au contenu indiqués sur I'étiquette ou dans la notice du
produit au moment de la livraison au client. La
seule responsabilité d'Immunostep se limite soit au
remplacement des produits, soit au remboursement du prix
d'achat.
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10. SURVEILLANCE ET NOTIFICATION &

Conformément a l'annexe |, section 20.4.1(n) du réglement (UE)
2017/746, I'utilisateur est tenu de signaler tout incident grave lié a
I'utilisation du produit.

e Au fabricant : veuillez contacter notre service de a
surveillance I'adresse vigilancia@immunostep.com

e A lautorité compétente : signalez l'incident via les voies
officielles de I'Etat membre.

11. EXPLICATION DES SYMBOLES
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IVD Dispositif de diagnostic in vitro
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