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1.INTRODUCTION

1.1 Deéfinition de la MAT et du PTT

La microangiopathie thrombotique (MAT) regroupe emsemble de maladies et est
définie par la présence dans la microcirculatiomgaane (capillaires et artérioles) de lésions
non spécifiques de souffrance endothéliale assoéiédes |ésions spécifiques constituées de
thrombi plaquettaires riches en facteur von Wildetal (VWF) mais pauvres en fibrine (1). Les
MAT sont caractérisées par l'association d'une a@aélmémolytigue mécanique, d'une
thrombopénie périphérique et de lésions thrombetqdes petits vaisseaux, capillaires et

artérioles.

Il existe deux formes de MAT, le purpura thrombogghrombocytopénique (PTT) et
le syndrome hémolytique et urémique (SHU). SHUEI Bont deux maladies distinctes dans
leur physiopathologie et dans leur atteinte ; aforénale pour le SHU et neurologique pour
le PTT. Dans le SHU, une dysrégulation de la vdierme du complément prédispose au
développement de la pathologie. Un agent indudt®udque, viral ou autre favorise la lésion
endothéliale et I'expression du facteur tissulaidg&clenchant les micro-thromboses a

prédominance rénale.

Notre travail se concentre exclusivement sur le PSdh objectif est, aprés une revue
physiopathologique du PTT, de comparer la priseckarge de 11 patients du centre
hospitalier du Mans aux données de la littératavssi bien sur le plan clinique, biologique

gu’au niveau de la prise en charge thérapeutique.

1.2 Historique

En 1924, la premiere description de PTT est fagteNdoschowitz d’'une jeune fille de
16 ans, présentant fievre et troubles neurologigaedmie et insuffisance rénale. L'issue est
fatale en deux semaines et le diagnostic étatdiudopsie : mise en évidence de thrombi avec
dépdts hyalins au niveau des artérioles et defaiegs de la majorité des organes.

En 1936, Baehr décrit quatre cas similaires et @vabhypothése du rble de

I'agrégation des plaquettes dans la pathogénia deladie.
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En 1947, Singer introduit le terme de purpura thyotigue thrombopénique.

En 1966, Amorosi définit la pentade diagnostic diGT P« anémie hémolytique
meécanique avec schizocytose, thrombopénie, fiesignes neurologiques et insuffisance
rénale »(2).

En 1982, Moake, souligne le role de I'accumulatén multiméres de facteur von
Willebrand (VWF) de haut poids moléculaire (HPMhdde plasma des patients présentant un
PTT récidivant (3).

En 1996, Furlan met en évidence le réle de la ho@t@téase (4). Celle-ci clive le
facteur von Willebrand.

En 1998, Furlan démontre que tous les patientgtttéd’'un PTT ont un déficit sévere
de cette protéase. A partir d'une étude de 53 eaMAT, 30 présentent un PTT avec un
déficit modéré ou sévere en protéase du VWF ea23le SHU ont une activité normale de la
protéase (5).

En 2001, Zheng définit le terme ADAMTS13 pour A Dsgrin And
Metalloprotease with ThromboSpondin type | motifsdécrit la structure et la fonction de
celle-ci (6).

En 2005, Kokame met au point une technique de @osdg I'activité d’
ADAMTS13 (7).

1.3 Epidémiologie du PTT

Le PTT est une maladie rare dont l'incidence est.8epar million d’individus par an
(8). Il survient chez la femme dans 2/3 des cal)|%t le pic d’incidence est entre 35 et 45
ans (10).

Dans prés de deux tiers des cas et plus partieolignt chez I'adulte, les contextes
cliniques comme les infections, les maladies ammoHines, les néoplasies, certains
médicaments (interféron, clopidogrel) ou encoregtassesse (plus précisément le post
partum) sont associés lors des diagnostics de RTpotentiellement impligués dans le
déclenchement de la maladie. En dehors de cesnstantces cliniques, le PTT est défini

comme idiopathique (11,12)
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1.4 Mécanismes du PTT
1.4.1 Le facteur von Willebrand

Le facteur von Willebrand (VWF) est une glycopia¢éde structure polymeére dont le
poids moléculaire varie entre 500 kDa et plus deDA® kDa, représentant la protéine
plasmatique soluble humaine de plus grande tedlenue. La protéine la plus petite est le
dimére fait de 2 sous-unités identiques conten@B0 Zcides aminés. Le nombre maximum
de sous-unités est estimé de 50 a 100. Le poide daus-unité est d'environ 270 kDa. Le
VWF plaquettaire est constitué uniquement de soitési de 225 kDa (13). Le degré de
polymérisation dépend de la localisation anatomidue/WF : les multiméres de trés haut
poids moléculaire sont présents dans les plaquettes cellules endothéliales, mais pas dans
le plasna.

Le VWF est localisé dans le plasma, dans les cdep¥Veibel-Palade des cellules
endothéliales, dans les granules alpha des mégagdeyg et dans les plaquettes qui en

dérivent, ainsi que dans la matrice sous-endoteélala paroi vasculaire.

Le gene du VWF se situe sur le chromosome 12pi&iant pour une protéine de
2813 acides aminés comprenant un peptide sign2® @éeides aminés, un large propeptide de
741 acides aminés et une molécule de VWF maturgitwge de 2050 acides aminés. Le géene
du VWF est spécifique et son expression est limdée cellules endothéliales et aux

mégacaryocytes.

Une des fonctions du VWF est de transporter leetacWIll dans le plasma, le
protégeant des dégradations enzymatigues.domaines D’ et D3 du VWF sont les sites de
liaison au FVIII (14,15).

La maladie de Willebrand, pathologie constitutidismele 'hémostase a potentialité
hémorragique, est la conséquence d'un défaut géeétians la concentration, la structure ou
la fonction du facteur Willebrand. C’est la maladinstitutionnelle de I'hémostase la plus
fréequente. La prévalence de la maladie de Willebrzawrie de 0,1 a 1 % selon les études,
mais le nombre de patients de tous types présentatsymptomatologie hémorragique

faisant appel a un traitement spécifique a éténéstintre 1/50 000 et 1/8 500 (annexe 1).
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On distingue trois grandes catégories de malad@itlebrand :
-le type 1 est un déficit quantitatif partiel.
-le type 2 est un défaut qualitatif qui est subsbven quatre catégories.

-le type 3 est une absence complete de vVWF.
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Figure 1: Structure du facteur von Willebrand.

Le VWF est une glycoprotéine indispensable a I'hetas®e primaire comme médiateur
principal de 'adhésion des plaquettes au soustbgtiom altéré aprés une bréche vasculaire.
Le VWF du sous endothélium se fixe sur la glycofire b (GPIb) au sein du complexe
GPIb-V-IX présent sur les plaquettes. La liaisenvWF a la GPIb permet de ralentir le
mouvement des plaquettes a la surface de la |&sisculaire et déclenche l'activation des
plaquettes, et entre autres, de la glycoprotéingb@R. Une fois activée, elle permet a son
tour la liaison irréversible du VWF aux plaquette'mgrégation aboutit a la formation d’'un

clou plaquettaire dit « thrombus blanc ».

Le VWF est synthétisé par les plaquettes et lésleslendothéliales a partir desquelles
il est sécrété dans le plasma sous la forme damautts de différentes taillee$ bas poids
moléculaire, les poids moléculaire intermédiairedes hauts poids moléculairdpans les
compartiments cellulaires, il existe en plus de#timares de trés hauts PM (THPM) du VWF
qui ne sont pas retrouvés dans le plasma dansiektions physiologiques.
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La structure multimérique du VWF lui permet d’avair plus grand pouvoir adhésif
vis-a-vis des plaquettes. En effet, les multimedes poids moléculaire supérieurs aux
multimeres de haut poids moléculaire (HPM) ont phes forte capacité adhésive et sont les

plus efficaces pour la formation du thrombus plaigure.

Pour réguler la formation du clou plaguettaire,tdille des multiméres de VWF
circulant dans le plasma est limitée grace a bectd’'une métalloprotéase spécifique,
ADAMTS13, qui clive les multimeres de THPM présedans les compartiments cellulaires

en fragments de plus petite taille de moindre powdhésif.

1.4.2 Les plaquettes
Les plaguettes sanguines sont des cellules anudiesides provenant de la
fragmentation du cytoplasme des mégacaryocytes 0(2@0 5000 plaquettes par
mégacaryocytes) d'une durée de vie de 7 a 10 jaessplaquettes vieillies sont éliminées par
les macrophages du systéme réticulo-histiocytaréadnoelle osseuse mais également de la
rate etdu foie Elles possédent un cytosquelette ainsi que desilgso (alpha) et granules

denses intracytoplasmiques ainsi que des récepteamrgranaires.

Leur fonction principale est leur implication daffémostase primaire mais
également dans la coagulation.

Parmi les glycoprotéines membranaires médiant €antim des plaquettes a la matrice
extra-cellulaire, les complexes Ib-1X-V et lIb-11&ont les représentants majeurs.

La GP | (CD42b) interagit avec la GP IX en formant complexe qui fixe le VWF
collé au sous endothélium, aboutissant a I'adhésiahle de la plaquette. Il existe environ
25000 complexes Ib-IX par plaquette. La GP Ib esinectée au cytosquelette : la formation
du complexe Ib-IX-vWF active 'actin binding proteice qui débute la polymérisation de
I'actine induisant I'activation de la plaquette.

Les GP IIb (CD41) et GP llla (CD61) forment le cdaye majeur (CD41a) de la
membrane plaquettaire (environ 50 000 a la surtEcehaque plaquette). Membres de la
famille des intégrines, elles vont pouvoir se ler fibrinogéne, mais aussi au VWF et a

d’autres molécules (fibronectine, thrombospondfoghant un agrégat plaquettaire.
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Figure 2 : Structure et récepteurs des plaquettes

1.4.3 ADAMTS13

En 1996, ADAMTS13 a été purifiée a partir du plagmanain (16,17).

En 2001, sa structure et son géne ont été ident{tel8). ADAMTS13 est une
métalloprotéase de la famille ADAMTS (19), syntké& par le foie et secrétée dans le
plasma.

Le géne codant ADAMTS1RADAMTSLI) est localisé sur le chromosome 9q34 et
s’étend sur 37 kb incluant 29 exons.

Partie N-terminake Partie C-terminale
indisponsable indispensable & la kison
au clvage du VWIF au VWF et au CD38 endothélial
A A
- = - "

PSP Métalio asintegrine TSP-1 Fiche en pacer TSP 2-8

Figure 3: Domaines structuraux et fonctionnels ’ADAMTS13.

La pré-pro-ADAMTS13 est une monochaine de 1 42desciaminés (aa). Elle
comprend un peptide signal (33 aa) et un propejititleaa). Apres clivage du propeptide, la
forme mature dADAMTS13 comprend un domaine mématbbéase, un domaine de type
désintégrine, un domaine thrombospondine de ty{JSP-1), un domaine riche en cystéines
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contenant une sequence RGDS potentiellement img@iqians des interactions avec des
intégrines, un domaine de type ADAMTSpacer». L’'arrangement séquentiel spécifique de
ces précédents domaines définit les protéines danidle ADAMTS. Les membres de la
famille ADAMTS comprennent une combinaison propesdibmaines TSP-1 additionnels et
d’autres motifs C-terminaux. Aprés son domaspacer, ADAMTS13 contient sept autres
domaines TSP-1 et deux domaines CUB. Ces deux tge®maines pourraient permettre a
ADAMTS13 de se fixer in vivo aux cellules endotlhéds (le CD36 endothélial est un
récepteur candidat) ou aux plaquettes par sonmex&é&C-terminale, cet ancrage cellulaire

pouvant alors étre un prérequis a son interactiec & VWF(20).

La fonction actuellement connue d’ADAMTS13 est tleer spécifiquement le VWF.
Le domaine métalloprotéase (site catalytique) st demaines « riche en cystéines » et
« spacer » d’ADAMTS13 sont indispensables a sovigkenzymatiquen vitro (21,22). La
métalloprotéase ADAMTS 13 va cliver le VWF au nivete la liaison Tyr1605-Met1606 du

domaine A2.

In vitro, ADAMTS13 en conditions statiques, n’a dascapacité de se lier au VWF.
Un traitement du substrat préalable par des conésmide cisaillement élevées ou par des
agents dénaturants ('urée ou I'hydrochlorure dangdine) est nécessaire a la liaison. Ces
conditions provoquent une modification de confoioratdu site de liaison du VWF a
ADAMTS13 nécessaire a la liaison du substrat a somyme in vitro.Son activité
enzymatique est potentialisée par les cations elival(en particulier le Ca2+) et par un pH
optimal compris entre 8 et 9 ; elle est bloquépréisence d’EDTA.

PTT sporadique

PIT
£ ———— )
Rechute Remission chronique Plasma normal

L’
I L
.

IR LT

Multiméres de haut
poids moléculaire
—

10,000 kDa

IR

— —
—-—='“—500kDa

Figure 4 : Blots de la migration des multimeres de VWF ddifférentes conditions
cliniques.
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In vivo, la liaison entre le VWF et ADAMTS13 estrt® en condition
hémodynamique. Plusieurs études dirigées par Bindrao et Zhang confirment le role
prédominant et coopératif des domaines TSP-1 2-&@B dans la reconnaissance du
substrat. Les domaines TSP-1 et CUB permettraieghDAMTS13 de se fixer in vivo aux
cellules endothéliales grace au CD36 endothélialaox plaquettes par son extrémité C-
terminale, cet ancrage cellulaire pouvant alors étr prérequis a son interaction avec le VWF
(23-25).

ek *® ts, .
du FvW

Sujet normal Sujet PTT

Figure 5: Réle de la protéase du vVWF.

In vivo, en conditions de flux, les domaines Al, &R A3 du VWF se lient a
ADAMTS13, mais seul le domaine A2 semble contengés doetites séquences (pont
peptidiqgue Tyrl605-Met1606 du domaine A2) plus Smpement impliguées dans cette
liaison. Tous les domaines d’ADAMTS13 sont capablesse lier indépendamment au VWF,
mais il existe un phénoméne de synergie entreigsrtlomaines d’ADAMTS13 permettant

une liaison de haute affinité.

ADAMTS13 est synthétisée dans les cellules stelapérisinusoidales (ou cellules de
Ito présentes entre les hépatocytes et les cellatetothéliales) du foie, les cellules
endothéliales et les cellules de la lignée mégacatgire. Elle est secrétée dans le plasma

sous forme d’'une enzyme active.

Sa concentration plasmatique est de l'ordre dg/inl. Sa demi-vie dans le plasma,

comprise entre 2 et 3 jours, est inhabituellemamglie pour une protéag2s) ce qui suggere
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I'existence, en plus de sa forme soluble plasmatigliune forme liée a un récepteur
cellulaire et/ou a un transporteur plasmatiquentgst pas encore identifié.

Des variations ethnigques ont été décrites, ledssuaj@irs ont des taux d’ADAMTS13
plus bas et cela serait d0 a leur taux de VWF plogiguement plus éleve (27). Il existe
d’autres variations physiologiqgues d’ADAMTS13. Aages extrémes de la vie (nouveau-nés
et sujets ageés) l'activité ’ADAMTS13 est plus ase 10-20% par rapport a la population
générale. Au cours de la grossesse celle-ci dimpmaogressivement a partir de 12 semaines
d’aménorrhées pour atteindre au terme, des tdaxenrs de 15-20% par rapport a son taux

de base.

o TyrB42

)

/

[ a1

AN \

“.___/ |Facteur von Willebrand
—

P-Sélectine

Cellule endothéliale

Figure 6 : Action d’ADAMTS 13 sur le VWF.

1.4.4 Régulation ADAMTS13
La régulation de l'activitt d’ADAMTS13 sur le VWRait intervenir les propriétés
intrinseques du VWF et les facteurs plasmatiquéériexrs. In vivo, seul le dépliement du
VWEF induit par les forces de cisaillement élevéasfldx sanguin dans les microvaisseaux
permet I'exposition du pont peptidigue Tyrl605-Mg6 et le rend donc accessible a
ADAMTS13. Cet acces est modulé d’'une part pardssdin du VWF a des ligands : la P-
sélectine intervient dans la fixation du vVWF adaface des cellules endothéliales a la phase
initiale de sa sécrétion dans le plasma et d'auaré par la glycoprotéine Ib plaquettaire qui
permet la liaison du VWF aux plaquettes au seicldu plaquettaire formé pour réparer une
breche vasculaire. La liaison du VWF a ces deuanlig faciliterait 'accés du vVWF a

ADAMTS 13.
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Le r6le dADAMTS13 dans la régulation de la taille demiltiméresdu VWF est
prédominant dés son étape de sécrétion Iparcellules endothéliales permettant une
limitation immédiate de la taille desultiméres avant la mise en circulation du VWF dans
plasma. Cette métalloprotéase permettra aussist@pton du clowlaquettaire une fois la

breche vasculaire réparée.

Certains facteurs plasmatiques sont capables dédierd’activité ’ADAMTS13 vis-
a-vis du VWF, telle I'hémolyse et certaines cyta@sn inflammatoires, notamment
I'interleukine 6 qui inhibe I'activité protéolytiqud’ADAMTS13 par des mécanismes encore
inconnus. Il est connu que la thrombine, le factéay I'élastase leucocytaire et la plasmine
sont capables de cliver ADAMTS13 et donc de I'inaatpar dégradation (20).

Avec ADAMTS 13 Sans ADAMTS 13

Multiméres normaux de vivF Multiméres de vWF de THPM
Hémopstase normale Thrombose microvasculaire
PTT

Figure 7 : Conséquence d'un déficit de dADAMTS 13.
En 'absence dADAMTS13, les THPM ne sont pas sésd

Tyrmsos _ Metmso&

A1 A2 A3

NH, -55- -Ss- COOH

1 1 1 J
140 kDa 176 kDa

Figure 8: Représentation du domaine de clivage du fastélff par ADAMTS 13.

Les hypothéses actuelles du PTT acquis idiopattéqueles suivantes :
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» La survenue d’un facteur déclenchant responsahlgedactivation endothéliale.

» La présence danticorps anti-ADAMTS13, entraine déficit en ADAMTS13 et les
multimeres de VWF ne sont pas dégrades.

» Lalibération et 'accumulation anormales danslésma de multiméres de tres haut poids
moléculaire du VWF.

* Les plaquettes adherent aux multimeres de VWF dd Hyper adhésifs responsables de
la formation spontanée de thrombi plaquettairestagaur conséquence une obstruction
des microvaisseaux.

» Ces thrombi entrainent les signes cliniques sed¢msdaux ischémies d'organe et les
signes biologiques (thrombopénie de consommatioémé hémolytique mécanique due

au passage des globules rouges dans des micrawaigsartiellement occlus).

1.4.5 Classification du PTT

1.4.5.1 Le PTT héréditaire

Le PTT héréditaire est d0 a une mutation de geADAMTS13. Une centaine de
mutations différentes d’ADAMTS13 sont recenséesgour (28). Cette pathologie a une
répartition mondiale ubiquitaire cependant il exispeu de mutations communes
d’ADAMTS13 entre les différents pays du monde, @iess mutations étant intimement liées
a certaines zones géographiques.(29)

Les mutations d’ADAMTS13 ont une transmission aatogjue récessive, les patients
étant le plus souvent hétérozygotes compositedusuragrement homozygotes (en particulier
lorsqu’il existe une consanguinité familiale). Cesitations sont réparties sur toute la
longueur du gene. Il s’agit de mutations faux-sgbstitutions) dans 70 % des cas et de
mutations de terminaison (codons stop, anomaliesitdud’épissage, insertions, délétions
partielles) dans 30 % des cas.

Cette maladie nommée syndrome d’Upshaw-Schulmanures maladie orpheline
gravissime en I'absence de traitement immédiat. @gmatique dans la moitié des cas des la
naissance, I'évolution est marquée par une altemae poussées aigués récurrentes et de
rémission compléte avec des épisodes de thrombmpérd’hémolyse chroniques. Dans ce
syndrome, il existe un déficit fonctionnel sévere ADAMTS13 avec un taux plasmatique
inférieur a 5 %

Le phénotype clinique est néanmoins hétérogenantalle rares formes frustes
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limitées a une thrombopénie fluctuante jusqu’a fiemes gravissimes marquées par des

séquelles rénales et neurologiques séveéres.

Exons 5 10 13 15 18 20 25 27

C1213Y

R102C R398H Splice Frameshift C1024G Frameshift
Site

Figure 9 : Modélisation des mutations du géene ADAMTS13 darRTT héréditaire.

1.4.5.2 Le PTT idiopathique
Le PTT auto-immun ou idiopathique est di a desargs anti-ADAMTS 13 dirigés

contre certains domaines d’ADAMTS13.

Dans 70% des cas, les auto-anticorps anti-ADAMTS&A& des inhibiteurs circulants
(30,31) qui inhibent directement I'activité catadyie d’ADAMTS13.
Une cartographie de ces auto-anticorps avec uratidoninhibitrice démontre que dans 100%
des cas, leurs épitopes sont situés au niveauaieaies riches en cystéine et du domaine
spacer d’ADAMTS13 (32,33) indispensables a l'atéivcatalytique (22,34). Ces auto-
anticorps interagissent a une fréquence varialde dlautres domaines dADAMTS13.

20% 56% 100% 28% 64%

Figure 10: Modélisation du PTT auto-immun, fréquence detpps des auto-Ac anti-
ADAMTS13 inhibiteurs retrouvés dans le PTT.
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Dans 30% des cas, les auto-anticorps anti-ADAMT&#8 non inhibiteurs (35) . Ces
Ac ne sont pas détectables fonctionnellement agsdabts de mélange de plasmas puisqu’ils
n’inhibent pas l'activité catalytique dADAMTS13.elur mécanisme d’action précis demeure
hypothétigue méme si une opsonisation d’ADAMTSIduisant une diminution de sa demi-
vie dans le plasma est probable par formation deptexes immuns éliminés par le systeme
réticulo-endothélial (36).

1.4.5.3 Le PTT secondaire

Le PTT secondaire a des origines plurifactoriell€ertaines pathologies ou
thérapeutiques comme la transplantation (37) ollo¢jeeffe de moelle (38) peuvent se
compliquer de PTT. Tout comme certaines infectifvidd), les néoplasies, les maladies
autoimmunes (polyarthrite rhumatoide, lupus énythteux systémique, syndrome de
Gougerot-Sjogren...), les prises meédicamenteuses loGparine A, antiagrégants
plaquettaires, quinine..) , la grossesse et le mastim sont décrits également comme pouvant
étre des étiologies de PTT secondaire.

PTT
avec ADAMTS13
effondrée
|
| | |
HEREDITAIRE IDIOPATHIQUE SECONDAIRE
(Upshaw- Schulman) auto-anticorps inhibiteurs induits par:
Mutation du géne anti-ADAMTS13 - Médicaments

- Infections Grossesses

- Maladies Autoimmunes

Figure 11: Classification des PTT avec ADAMTS 13 effondrée.

1.4.6 Indications du dosage d’ADAMTS13
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Devant une suspicion clinique de MAT, au diagnostiexiste une hiérarchie des tests
ADAMTS13 qui doit étre respectée (2Bn premiére intention, c’est la mesure de I'addivit
d’ADAMTS13 qui est recommandée et en seconde immentt uniqguement si l'activité
d’ADAMTS13 est inférieure a 10 %, la recherche daanticorps anti-ADAMTS13 par
titrage des IgG. En cas de positivité des IgG ldthgse d’'un PTT acquis auto-immun est
hautement probable.

Le dosage de l'activité permet de différencier TeTRlu SHU. En 2001, Veyradier
publia une étude regroupant 111 cas de MAT affitngue le déficit en ADAMTS 13 a une
sensibilité de 89% et une spécificité de 91% péasser la MAT en PTT (39).

En cas de négativité des IgG et dans I'état acteelos connaissances, I'hypothése d’'un
PTT acquis auto-immun ne peut étre totalement &egjdutoanticorps de nature non IgG,
inhibiteur différent d'une immunoglobuline, opssaiion de tous les autoanticorps sur
ADAMTS13 et clairance des complexes immuns forneé$hypothése d’'un PTT héréditaire
par mutation du géne d’ADAMTS13 doit étre envisagé

En raison de la complexité du séquencage du ged®ANMTS13 (séquencage
systématique de la totalité des 29 exons du gerde d@butes les jonctions exon-intron),
I'exploration génétique d’ADAMTS13 n’est réaliséaeqsi I'activité d’ADAMTS13 persiste

inférieure a 10 % en rémission clinique, en I'altsed’auto-anticorps détectable.
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2. PATIENTS ET METHODES

Cette étude rétrospective a pour objectif de coerpéa prise en charge d'une
pathologie difficile & diagnostiquer et a traiteea les recommandations en cours qui est le
référentiel des microangiopathies thrombotiqueBs@aar le centre national de référence des
MAT.

2.1 Patients

Les patients ont été inclus de maniére rétrospediv Centre Hospitalier du Mans
entre janvier 2006 et novembre 2012.

La revue des analyses rétrospectives de patieateedestres Nord-Américaind?2) et
I'expérience de plusieurs pays européens (40,41pemmis de constater que la pentade
« anémie hémolytigue mécanique avec schizocytobepmbopénie, fievre, signes
neurologiques et insuffisance rénale » définisEaMTT classique est inconstante et que son
expression peut se limiter a la bicytopénie hérogiqlie.

Dans notre étude, ces constatations ont été mrsesmpte et les critéres d’'inclusions

diagnostiques biologiques ont été limités a I'areassociée a la thrombopénie.

Les criteres d'inclusions étaient les suivants :

» Les patients devaient étre hospitalisés entre 28012 au CH du Mans.

* Les patients devaient tous avoir une thrombopééiipérique inférieure a 150 G/L
et une anémie avec un taux d’hémoglobine infé@delit g/dL.

» Les patients devaient tous avoir bénéficié d’'unadesde l'activité d’ADAMTS13

avec une activité effondrée inférieure a 10%.
48 patients ont bénéficié d’'un dosage de I'actiiiBAMTS13 entre janvier 2006 et

novembre 2012 au CH du Mans. 11 patients sur 4i@m@vane activité effondrée inférieure a
10%, ce sont ces patients qui ont été inclus déansie.
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2.2 Methodes de recueil des données
L’ensemble des dossiers des patients ayant béméfitin dosage de [lactivité
d’ADAMTS13 sont étudiés afin de recueillir les infioations suivantes :

* Données épidémiologiques : date de naissance, &geéiagnostic, origine
ethnique.

» Données cliniques : signes neurologiques, rénagestifs, cutanés, généraux.

* Données biologiques au diagnostic : hémoglobinaquettes, schizocytes,
haptoglobine, créatinine, urée, TP, TCA, fibrinogegroupe sanguin.

* Données thérapeutiques: échanges plasmatiquesicoaes, anti CD20
(Rituximab), autres immunosuppresseurs (cyclophaspde, vincristine..).

+ Données d'évolutivité : les rechutes, la rémissierdéces.

Toutes ces données ont d'une part été comparédgtédature, et d'autre part au
référentiel du CNR MAT. Puis nous avons étudiéd@nble des données dans un tableau
dynamique Excel® dans le but d’obtenir des factpuéslictifs de I'évolution des PTT et ou

d’isoler des sous-groupes de patients.

2.3 Méthodes de dosage dADAMTS13

2.3.1 Méthode de prélévement

Il est réalisé uniquement a partir de plasma ét(atbe citraté trisodique 3.8 molaire)
ou de sérum. Les tubes doivent étre centrifuge®@022 500 g pendant 20 minutes dans un
délai maximal de 4 heures aprés le préléevementugangineux dans une centrifugeuse
thermostatee.

L’analyse étant effectuée au laboratoire du Pr &@war a I'hopital Antoine Béclere a
Clamart, le plasma citraté ou le sérum était décangparti en plusieurs aliquots et
immeédiatement congelés a -20 °C ou -80 °C jusd@nvoi des tubes par acheminement
conservant la congélation des préléevements aveetsgignements cliniques adéquats selon
les préconisations du centre spécialisé (annexe 2).

Les limites au dosage sont les suivantes :

-Prélévement surtubes contenant de I'EDTA car il inactive totalemen
l'activité.

-Prélevement hémolysé rendémtlosage d’activité impossible a réaliser.
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2.3.2 Technique de dosage
2.3.2.1 Activité ADAMTS13

Plusieurs méthodes de mesure de l'activité ’ADAMB®nt été développées. Elles
sont relativement bien standardisées et leur dbjpdncipal est d’avoir une sensibilité
suffisante pour la détection des déficits enzynugsgséveres (taux inférieur a 10 %).

Toutes ces méthodes sont basées sur la dégrad#itionsubstrat exogene par
ADAMTS13 du plasma a tester. Le substrat est soM\WF natif (molécule entiére) purifié a
partir de plasma humain ou VWF recombinant, soit ceenpose de courts peptides
synthétiques de VWF qui est un substrat minimal pdbAMTS13 composé d’'une séquence
de quelques acides aminés incluant le site degdipar la métalloprotéase.

Les produits de dégradation du VWF sont mesurégaoiélectrophorese, soit par des
techniques de dosages immunologiques (réactiogeargtanticorps).

Ces techniques présentent les limites suivantes:

» Les tests sont réalisés en conditions statiquas e¢fletent pas les conditions de flux
nécessaires in vivo pour I'exposition du VWF dans gonformation optimale a son
clivage par ADAMTS13. lls nécessitent donc l'ut@i|on d’agents dénaturants (urée-
guanidine) pour promouvoir la susceptibilité du vlFclivage par ADAMTS13.

» Selon le type de substrat utilisé, le temps d’hlyde peut varier de quelques heures

pour les courts peptides a plusieurs jours poumie€cules entiéres.

La technique utilisée par le laboratoire INSERMRIWeyradier est le FRET-VWF73,
peptide court de seulement 73 acides aminés, dguelgrace aux travaux de Kokame (7).

Le principe du FRET (Fluorescence Resonance Enérgysfer) est le transfert
d’énergie entre deux molécules fluorescentes Ldigeemle synthése de VWF contient un
fluorophore de part et d’autre du site de clivage @met une fluorescence a 440-450 nm
aprés excitation a 340-350 nm et un absorbeur djéme« quencher ») qui éteint la
fluorescence du fluorophore lorsque les 2 molécsied liées. L'ADAMTS 13 contenu dans
le plasma du patient clive le peptide de VWF redomtt libérant 2 molécules. Une fois
clivé, le fluorophore ne subira plus I'effet deld&orbeur d’énergie. La fluorescence détectée
par fluorimétrie a 440-450 nm sera donc directerpesportionnelle a I'activité de la protéase

ADAMTS-13 initialement présente dans I'échantillon.
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Les normes de l'activité ’ADAMTS13 se situent enbiO % et 150 % exprimées par
rapport & un mélange de plasmas dont les valentsadmises comme normales. Ce pool est

réalisé de 30 plasmas de sujets considéré aveaatingé égale a 100%.

Excitation 4 340nm Pas de lumiére émise si
1"' RET la molécule estintacte
Flusrophore ' ‘Oulncher
Site de
Clivage

V.

Fragment de vWF recombine

En présence d’ADAMTS
13, le substrat est clivé

Fluorophore ‘QLnn:hel‘

ADAMTS-13 Protease

Fragment de vWF recombiné

FR’E"

Le chivage du substrat
permet une émission de
fluorescence

Fluorophove

Quencher

Fragment de viWWF recombine

Figure 12: Principe de dosage de l'activit¢ ADAMTS 13.
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La préparation des réactifs consiste pour :

Le pool: pool de plasma préalablement testé comumepatient, son activité
ADAMTS13 doit étre & 100% avec un coefficient deiatton de 5%. Il sert de témoin
normal.

Le témoin négatif : c’est un patient connu commécdaire (<5%) qui sera utilisé
comme le témoin malade.

Le Péfabloc : reconstitution de 1 gramme dans 16diehu distillée, et aliquoté par
200 pl et congelé a -40°C. Il permet d’inhiber &sules autres métalloprotéases et ainsi
de s’affranchir de toutes les réactions parasites.

La solution tampon : constituée de Bis-Tris (saatitampon commercialisée), de
chlorure de calcium et de Tween-20 (détergent).

La solution finale doit étre a un PH a 6.

Le FRETS-VWF73® : est a reconstituer avec du DM8itnéthylsulfoxyde) qui est
composé d’un solvant polaire organique et d’eatillds.

La préparation des échantillons consiste en :

Un traitement par Péfabloc : décongeler les plasteaspatients, un tube de pool a
activité 100% et un contrble négatif. Prélever 9%l@I chaque échantillon auquel on
ajoute 5 pl de Péfabloc. Laisser incuber a tempgratmbiante 10 minutes.

A la préparation de la gamme d’étalonnage en tubhénaolyse : faire la gamme en

série

v' Pour 100% : 270ul de Tampon Bis-Tris + 30ul del Paité au Péfabloc

v' Pour 75% : 285ul de Tampon Bis-Tris + 15ul delfRur (traité au Péfabloc)
v' Pour50% : 150ul de Tampon Bis-Tris + 150ulalpréparation a 100%

v' Pour 25% : 150ul de Tampon Bis-Tris + 150ulalpréparation a 50%

v" Pour 12.5% : 150ul de Tampon Bis-Tris + 150ul deréparation a 25%

v' Pour 6.25% : 150ul de Tampon Bis-Tris + 150ul derégparation a 12.5%

Pour les échantillons : ils sont testés a deuxeainations différentes :
v' Les échantillons et témoins a 10ul /puits : mélangel35u1 de Tampon Bis-
Tris avec 15 pl d’échantillon soit une dilution B1 "™
v’ Les échantillons a 5ul /puits : mélange de 285.iTalmpon Bis-Tris avec 15ul

d’échantillon soit une dilution au 1/t
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v Les échantillons a 2.5ul /puits : en cas d’'autafisoence de I'échantillon une
dilution supplémentaire est nécessaire avec unngélde 150ul de Tampon

Bis-Tris avec 150ul de la dilution 5ul /puits

Le dosage est réalisé sur des microplaques 96 griitgpe NUNC, dans lesquels sont
déposés 50ul de chaque dilution selon le plan dgugl : gamme étalonnage, témoin positif,
témoin négatif, 2 dilutions des échantillons autigsesont ajoutés 50 ul de la dilution au
1/70eme de FRETS-vWF73 dans chaque puits.

Le fluorimétre va effectuer des mesures toutesSeminutes pendant 1 heure.
L'interprétation pour les valeurs basses (infésua 10%) sera réalisée a 60 minutes, a 30
minutes pour les valeurs a 100% et a 15 minuteslpswaleurs supérieures a 100%.

Le résultat final sera donné par la moyenne dasgtaés des 2 dilutions. La validation

biologique est faite sur la courbe de calibratibles témoins.

Courbe Activité ADAMTS 13
600
=
£ 400
E
o
c 200
0
0 50 100
ADAMTS 13 Activité (%)

Figure 13: Technique de FRET, dosage d’activit¢ d’ADAMTS 13.

2.3.2.2 Auto-anticorps anti-ADAMTS13
Chez les patients atteints de PTT, la réponseiautaine dirigée contre ADAMTS13
est polyclonale. Deux types d'auto-Ac anti-ADAMTS18nt été décrits: des Ac
« neutralisants » (ou inhibiteurs) qui agissent dmibition directe du site catalytique
d’ADAMTS13, et des Ac « non neutralisants » quisagnt en se complexant a ADAMTS13
et accélérent ainsi sa clairance. Ces deux mécasisoexistent trés souvent chez les patients
atteints de PTT. Les auto-Ac anti-ADAMTS13 peuvelnnc étre mesurés soit par des

méthodes immunologiques soit par des tests fonuisn
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2.3.2.2.1Détection et titrage des IgG anti-ADAMTS13

La détection et le titrage sont réalisés par meahd&lLISA (Enzym Linked
ImmunoSorbent Assay) classique. Les microplaquestitlation sont coatées par de
TADAMTS13 recombinante de type sauvage auxquelEmnt ajoutées 2 dilutions
indépendantes de plasma contenant potentiellenesnigs anti ADAMTS13. La réaction est
révélée par un antisérum anti IgG humain coupliEeperoxydase. L'étalonnage est réalisé a
'aide d'un calibrateur fourni par le fabricant ebntenant des titres d’'lgG variables
permettant la validation.

Le kit de détection et de titrage des IgG anti-ADRABL3 utilisé par le service du
Pr Veyradier est le kit TECHNOZYM® distribué par €RPEP en France.

La préparation des réactifs, des contréles eédeantillons consistent pour :

* Le tampon de lavage : a diluer les 80 ml de tamgans 920 ml d’eau
distillée. Effectuer une homogénéisation soignel$iectuer un amorcage du
systeme et un ringcage des tubulures.

» Les calibrateurs et les contréles lyophilisés e@onstituer avec 500 pl d’eau
distillée puis attendre 15 minutes avant d’homogsane

» Le tampon d’incubation est prét a I'emploi.

* Les échantillons : a prélever 5 pl d’échantillogéren ou plasma) et diluer
dans 500 pl de tampon d’incubation.

e La solution conjuguée (a préparer extemporanénarnhstable) :

v" Pour une barrette de 8 puits : 20 pl de conjugeE dvml de tampon
d’incubation

v' Pour une plaque de 96 puits : 240 ul de conjugies 42 ml de
tampon d’incubation.

* Le substrat est un chromogene TMB (tétraméthyllane) prét a 'emploi.

» La solution d’arrét est de I'acide sulfurique 1,8l préte a 'emploi.

Le mode opératoire consiste :
* Plan de plague suivant : calibrateurs, controlékéantillons a tester.
» Dépobt de 100 pl des calibrateurs, contréles earétdions
* Incubation des échantillons: couvrir avec un fiexhésif et incuber a

température ambiante 1 heure.
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» Lavage : faire 3 lavages de 200 pl avec le tammolavhge dilué. Eliminer par
tapotement de la plaque l'excédent sur un papieordlant. Préparer le
conjugué pendant le lavage.

* Conjugué : mettre 100 pl dans chacun des puits ave@ipette multicanaux.
Couvrir avec un film adhésif et incuber 1 heurerapérature ambiante.

» Lavage : faire 3 lavages de 200 pl avec le tamgolavhge dilué. Eliminer par
tapotement de la plague I'excédent sur un papisoralant.

* Substrat : mettre 100 pl de la solution de substaats chacun des puits avec
une pipette multicanaux. Couvrir avec un film adhés$ laisser incuber a
température ambiante pendant 10 minutes.

* Solution d’'arrét : mettre 100 ul de solution d’am@ns chacun des puits avec
une pipette multicanaux.

* Mesure : effectuer la mesure dans les 10 minutes; ke spectrophotometre
(Dynex®) a la densité optique de 450/620 nm.

« Validation : sur le coefficient de courbe et laetal des témoins.

rz /
1 /
00 e

0 20 40 60 80 100 120

450nm
o

Anti ADAMTS13 (Ul/mL)|

Figure 14: Exemple de courbe de référence entre la corat@rd’anti ADAMTS13
(en Ul/mL) et 'absorbance (en nm).

La détection des IgG anti-ADAMTS13 plasmatiquesied¢pendante de leur
caractere fonctionnel : ainsi, les 1IgG neutralisardt les IgG non neutralisantes sont toutes
deux mesurées par ce test ELISA.

Pour le kit employé dans notre étude le TECHNOZYM@imite de positivité est de
25 Ul/mL.
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2.3.2.2.2 Recherche d’une activité inhibitrice circulante

Actuellement cette technique n’est quasiment phasisée car sa durée est de 4 jours.
Il s’agit d’une technique complémentaire au dos@gé'activité par vWF Full Length (VWF
natif molécule entiére) qui n'est faite que dansates cas et en raison de sa faible utilisation
elle n'est pas développée dans notre travail. belcations de la technique Full Length
restent chez les patients pédiatriques afin dasg¥alin contréle systématique et en cas de
discordance avec la présentation clinique ou dél@nee analytique (autofluorescence par
exemple) pour les patients adultes.

La recherche dactivité inhibitrice circulante n’est plus réalisge raison des résultats
du PHRC sur ADAMTS13 qui a démontré qu’un taux Glgnti ADAMTS 13 supérieur a
30Ul est toujours accompagné d’une activité inhid®t et que si il n'existpas d’activité
inhibitrice des anticorps la diminution d’ADAMTS 18st liée aux complexes immuns
circulants.

Les anticorps anti ADAMTS13 neutralisants (ou irit@ibrs) sont recherchés par des
tests fonctionnels mesurant l'activité résiduellARAMTS13 d'un meélange de plasma
témoin et de plasma testé préchauffé a 56 °C pél@aminutes afin de dissocier d’éventuels
complexes immuns. Cette recherche d’AIC anti ADAMBSest semi-quantitative, peu

sensible, et il n’existe pas de consensus quaexpression des résultats.
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3. RESULTATS

3.1 Epidémiologie
Dans cette étude 11 patients ont été inclus arpde8 48 dossiers de patients ayant
bénéficié d’un dosage d’activité ADAMTS 13 au Cenlitfospitalier du Mans entre 2006 et
2012. Il y avait 82% femmes et 18% hommes, leuwsine ethnique était a 82% caucasienne
et a 18% afro-antillaise. La moyenne d’age au diatio est de 48 ans avec des ages extrémes

allant de 24 ans a 87 ans (annexe 3).

Hommes
18%

Femmes
82%

Figure 15: Répartition hommes-femmes des patients inclus.

3.2 Présentation clinique

Bien que la présentation cliniue, en accord aescdonnées de la littérature soit
hétérogene il se dégage six catégories principales.

Les signes neurologiques sont ceux que I'on regrdenplus frequemment dans prés de la
moitié des cas (45% soit 5 patients). lls peuvdareasémodérés avec des céphalées, une
confusion mentale, ou plus sévéres et s’exprimec aes signes focaux et de comitialité ou
par un coma.

Les signes rénaux sont présents (36% soit 4 psliemtis ne sont pas au premier plan
dans la maladie. On retient des signes modéresne@rpar une protéinurie et/ou une
insuffisance rénale et des signes séveres comdéddlance rénale aigue avec anurie.

Les signes cutanés comme le purpura et les ecclagnsmmt retrouvés dans 36% (soit 4
patients) et sont associés a la présence d’'unmbupénie profonde.

Les autres signes cliniqgues sont marqués pardeesid’altération de I'état général (36%
soit 4 patients), I'hyperthermie (27% soit 3 pat&®net I'atteinte digestive (27% soit 3
patients), généralement conséquence des micro-emhékentériques exprimés par des

douleurs abdominales, des nausées, des vomisseeneleis diarrhées.
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Un terrain d’auto-immunité est noté chez 27% desepts (3/11) inclus a type de
lupus, de maladie de Crohn ou de syndrome clinigtebiologique des anti-
phospholipides.

Les signes cliniques des 11 patients sont répégtaiins un tableau en annexe 4.

Figure 16: Présentation des différents signes cliniqguesiviés.

3.3 Présentation biologique

Les patients présentaient une anémie et une thno@ni® avec respectivement une
moyenne de 8,4 g/dL d’hémoglobine et de 48 G/Lldquettes.

Le caractére hémolytique de I'anémie était avénésd@d% (haptoglobine inférieure a
0,10g/L et taux de LDH supérieur a 250 Ul/L, soipétients) et I'origine mécanique de
I'anémie, confirmée par la schizocytose (nombresat@zocytes pour 100 hématies, exprimé
en pourcentage), présente dans 82% des cas (9/11).

Le dysfonctionnement de la filtration rénale émai#sent chez 7 patients (63%) avec une
moyenne générale de la créatinine a uA®I/L et de I'urée a 14mol/L pour des normes
supérieures respectives a j#aol/L et 7,5umol/L.

Le bilan d’hémostase ne montrait pas de perturbatiajeure avec une moyenne de TP a
87% et une moyenne de TCA allongé a 37 secondesupadémoin & 30 secondes.

Une cytolyse hépatique était présente chez unemnatiseulement avec des ASAT a
2996UI/L et des ALAT a 411UIl/L. Les dix autresipats avaient un bilan hépatique normal

ou inférieur a 2 fois la normale.
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La répartition des groupes sanguins des 11 patiatis: 45% de groupe sanguin O, 36%
de groupe A, 9% de groupe B et 9% de groupe AB.

Compte tenu des criteres d’inclusion, I'ensembles gmtients avait une activité
ADAMTS13 effondrée (< 10 %). La présence des anpedgG anti-ADAMTS 13 est de
63% avec une valeur seuil de positivité a 25Ul.

Les données biologiques des 11 patients sont cefgers dans un tableau en annexe 5.

Analyses Moyenne Valeurs extrémes
Hémoglobine (g/dL) 8,4 [6,8-9,8]
Plaquettes (G/L) 48 [6-126]
Créatinine (umol/L) 142 [44-507]
Urée (umol/L) 14 [1,7-39,8]
LDH (UI/L) 1161 [4,25-4632]
TP (%) 86 [50-116]
TCA (secondes) 36 [30-46]
ALAT (UI/L) 72 [15-411]
ASAT (UI/L) 335 [14-2996]

Tableau | : Moyennes et valeurs extrémes des principauxnpetras
biologiques pour les Htignts de I'étude

Patients  Activité anti ADAMTS 13 IgG anti ADAMTS 13 ( N<25)

1 <5% 30 Ul
2 <5% 29 Ul
3 <5% 148 Ul
4 <5% 5 Ul
5 10% 20 Ul
6 <5% 24 Ul
7 <5% >100 UI
8 <5% 35 Ul
9 <5% 40 Ul
10 <5% 13 Ul
11 <5% >100 UI

Tableau Il : Présentation de I'activité ADAMTS13 et du tagGl anti-ADAMTS13
pour les 11 patients de I'étude
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3.4 Traitements

3.4.1 Les échanges plasmatiques

Tous les patients inclus dans I'étude ont bénéti®éhanges plasmatiques (EP), toujours
considérés comme le traitement de référence aveo/aau fort de preuve 1.

Les EP consistent dans un premier temps en l'agpdhélen technique est basée sur la
séparation globules rouges — plasma par circula¢ixina-corporelle avec épuration des
anticorps. Les composants a prélever sont séparésentrifugation ou par filtration et
extraits, tandis que les composants non prélevé$ sonjectés au patient. Le circuit
extracorporel impose une anticoagulation. La tegimmipar filtration est réalisée au CH du
Mans avec la mise en place de 2 cathéters cengeneralement jugulaire et fémoral.

Classiquement, il est recommandé d'épurer une npasmatique et demie. Le calcul de
cette masse plasmatique est réalisé en appliqaémtrhule :

Poids x 70 mL x (1 - hématocrite)

Dans un deuxieme temps, il est nécessaire suatelfmodynamique de compenser un
EP. Le consensus est de le faire pour moitié aed@atbumine a 4 % et pour moitié avec un
hydroxyéthylamidon (HEA).

Dans la pathologie du PTT, le produit de substtutiloit étre du plasma frais congelé
(PFC) seul a la posologie de 60mL/kg ou de 40 mb&spcié a 20 mL/kg d’albumine 4%.

De maniere protocolaire, ces EP étaient réalisés les jours jusqu'a ce que le taux de
plaquettes soit supérieur a 150G/L, puis étaiepa@®es et arrétés progressivement tout en
surveillant les parametres d’hémolyse.

Les données de dialyse s’accordent a évaluer ae 3joimbre de plasmaphéreses
nécessaires pour diminuer la charge corporelldetata 70% des 1gG. Pour un patient dit
« bon répondeur » le taux d’élimination des immuaobglines par EP est estimé a 95% en 5
jours (10).

Patients Nombres d'EP lors 1 ere épisode
1 21
2 14
3 11
4 2
5 7
6 5
7 30
8 32
9 10
10 8
11 5

Moyenne 13,2

Tableau 11l : Nombre d’EP par patient lors du premier épisoel®TT.
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3.4.2 Le Rituximab

Le traitement par Rituximab a concerné 45% desp&t(5/11). En cas de non-réponse
aux échanges plasmatiques 5 jours aprés linitiatie traitement était mis en place associé
aux EP.

Le Rituximab est un anticorps monoclonal humanis§él contre I'antigene CD20 des
lymphocytes B (42) qui s’administre par voie ingmeuse (IV) a raison de 375mg/m2 de
surface corporelle par perfusion a J1, J4, J8 & d& la décision thérapeutique.
L’administration de Rituximab permet une déplétesiective des lymphocytes B en 2 a 3
jours, pour une durée de 6 a 9 mois. La normatisadu taux de lymphocytes B survient en
moyenne 12 mois aprés la derniere perfusion.

Le Rituximab est actuellement tres largement @tilishez des patients atteints de
difféerentes hémopathies lymphoides B malignes, iagédement au cours d’'un grand nombre
de maladies autoimmunes. Cependant a la date lisati@n de cette synthese le Rituximab
n'a pas encore l'autorisation de mise sur le maféidM) francais dans l'indication du PTT
et est utilisé dans le PTT dans le cadre d’'uneasiin temporairement acceptable selon la
Haute Autorité de Santé (HAS).

3.4.3 Les corticoides

Dans notre travail, 4 patients avaient bénéficiand’ corticothérapie a la dose de
1mg/kg/j. Le traitement durait 3 semaines avecalésance progressive.

La place de la corticothérapie par voie généradeasée aux EP est discutée mais possede
un niveau de preuve intermédiaire de 2.

Le mécanisme auto-immun et I'efficacité prouvée daicoides a forte dose dans 56%
des PTT incitent a proposer une corticothérapigyr pmne durée de 3 semaines, avec
décroissance progressive, en I'absence de cordieaiion telle qu’'un sepsis non controlé.

Certaines équipes n’utilisent la corticothérapie’equ cas d’échec des échanges

plasmatiques seuls.

3.4.4 Le cyclophosphamide
Le cyclophosphamide avait été introduit chez 18% patients dans notre travail. Le
schéma d’administration était de 6 bolus de 600rhgiac 2 bolus dans les 15 premiers jours

puis tous les mois.
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Ce traitement fait partie de la famille des ageakylants, est une option thérapeutique
des PTT réfractaires au traitement de référe@dest une molécule anticancéreuse utilisée
dans le traitement des néoplasies dont le cancesenfuet fait partie des chimiothérapies
utilisées en hématologie.

Le niveau de preuve du cyclophosphamide de 4 #dé fdans l'indication du PTT.

3.4.5 Les autres thérapeutiques
Les immunoglobulines polyvalentes par voie intraeese, la vincristine, les
antiagrégants plaquettaires ou encore la splénéstpeuvent faire partie de I'ascension
thérapeutique des PTT avec des niveaux de prelsffisatité faible de 3 a 4.

Dans notre étude aucun des patients n’a eu reaags possibilités thérapeutiques.

Echanges Rituximab Corticoides Cyclophosphamide
plasmatique

Figure 17: Présentation des différentes thérapeutiquesaluriténéficié les patients de
I'étude.

3.5 Evolution clinique des patients
Dans notre étude, il était observé aprés traiterh®% de rechutes a 6 mois, 27% de
déeces et 55% de rémission sans rechute.
Les critéres de réponse compléte sont définis'alasénce de signes neurologiques
associés a un taux de plaguettes supérieur a 15i8adant 2 jours.
Les critéres de rémission durable sont définid’pasence de signes neurologiques

associés a un taux de plaguettes supérieur a 15adant 30 jours.
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Les rechutes constatées (2/11) sont toutes chezpatemnts avec un terrain auto-
immun présent avant le PTT.

Le nombre de rechutes varie entre 3 et 7 et t@ugdgents ont bénéficié dans ce cadre
d’un traitement par Rituximab.

Les décés surviennent dans la phase aiglie de ladimadt aucune récidive n'a
entrainé de déces.

La réponse sub optimale est définie soit par le Fffactaire soit par la réévolutivité
précoce.

Le PTT réfractaire est admis lorsqu’il y a absedaedoublement des plaquettes et
gu'une augmentation des LDH a J4 est constatéerééumolutivité précoce est suspectée
lorsqu’il existe une aggravation neurologique etdeula thrombopénie (>100G/L pendant 2

jours et/ou chute des plaquettes de plus d’'un diensiaximum atteint).

... Récidives
Remissions 18%
sans
récidives
55%

Figure 18: Répartition des déces, des rechutes et desgiemsssans rechutes des patients de
I'étude.

décés
27%

3.6 Recherche de sous groupes
Nous avons voulu, avec les données recueillies osheZl1 patients, essayer de mettre en
évidence un lien entre un traitement particuliemwac des critéres biologiques particuliers et
le succes ou l'échec thérapeutique. Les donnéesétntexploitées par tableau croisé
dynamique Excel® pour comparer les criteres bigjogs, thérapeutiques et les résultats

entre eux.
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Les criteres « anémie », « thrombopénie », « aétikDAMTS13 effondrée », « taux de
LDH augmenté » et « échanges plasmatiques » n‘astébé intégrés car 'ensemble des
patients partageait ces mémes critéres.

On remarque que la totalité des patients décédas @awe insuffisance rénale et un taux
d’haptoglobine supérieur a 0,10g/L. Aucun d’enttx e’'a bénéficié de Rituximab alors
gu'’ils ont tous eu une corticothérapie. Le décésisnt lors du premier accés de PTT et non
lors de rechutes et les patients ont plus de 70 ans

La quasi-totalité des patients en rémission awest ahticorps anti-ADAMTS 13 positifs
lors du diagnostic, ils avaient tous un taux halatioige inférieur a 0,10g/L et un peu plus de
la moitié ont bénéficié d'un traitement par Rituzim

Les mémes analyses n‘ont pas pu étre réalisées laseechutes du fait du nombre
insuffisant de celles-ci (2/11).

Le fait d’avoir des signes neurologiques ne prélisii pas le fait d’avoir une biologie,
une thérapeutique ou une évolutivité particuliere.

Il n’est pas observé de déces chez les patientsruienéficié de Rituximab.
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4 DISCUSSION

4.1 Epidémiologie

La population de notre étude était constituée nitajogment de femmes a 82% avec
une moyenne d’age de 48 ans (tout sexe confondélard 2 pics d’'incidence. Le premier pic
entre 25 et 40 ans était exclusivement féminin alex PTT auto-immuns dans la majorité
des cas. Le deuxiéme entre 60 et 85 ans, exclusivemasculin, n’était constitué que de
PTT secondaires. L’hypothese la plus probable tsegae le PTT auto-immun soit
préférentiellement une pathologie du sujet jeunersalque les PTT secondaires se

rencontreraient chez une population plus agée migstedes comorbidités.

Dans notre étude, 27% de nos patients présentaetetrain d’auto-immunité associé
ce qui est retrouvé dans une publication de CoppWegradier (43) qui avaient mis en
évidence, chez leurs sujets, la présence de sidimégues évocateurs d'une auto-immunité
dans un tiers des cas. La clinique est confirmées diss deux tiers des cas par la mise en
évidence d’auto-anticorps notamment par les amgc@ntinucléaires (43). Les pathologies

auto-immunes représentent un facteur de risque&delapper un PTT (44).

Sur le plan ethnique, une autre particularité deentvavail est la présence de 18% de
patients d’origine afro-antillaise, ce qui confirfiépidémiologie retrouvée dans une étude
multicentrique menée en France en 2004 (44). lqueisle présenter un PTT s’accroit avec

I'origine afro-antillaise et le sexe féminin.

La population sarthoise étant de 576 000 individa$ie étude sur 6 ans est en accord
avec les données de la littérature sur l'incidedeela maladie avec 3,5 cas par millions
d’individus par an pour une incidence globale d& das par millions d’individus. Il est
permis d’évoquer que l'incidence du PTT en Sartedentique a celle décrite.

4.2 Les rechutes

La rechute est définie par la réapparition des esigneurologiques et/ou de la
thrombopénie (inférieure a 100G/L pendant au maifsurs) aprés 30 jours d’'une réponse
compléte.
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Dans notre étude, le taux de rechute était enrdceec la littérature. En effet la
récidive d’'un épisode a été observée dans 1/3 desdes PTT idiopathiques (45). Elles
surviennent le plus souvent dans la premiere asogant I'épisode initial, avec une forte
probabilité pour les malades de présenter un épipus grave que le premier, ce qui n'a pas
été le cas dans notre série (12,46).

Dans la série présentée de 11 patients, composég fdanmes et 2 hommes,
'ensemble des rechutes étaient chez les femmégsax@ment.

Les rechutes engendrent une nouvelle hospitalisav@c de nouveau un traitement,
avec ses effets secondaires et ses conséquences.

Il parait important de pouvoir identifier les patie a risques de récidives afin de
mettre en place un suivi rapproché dans le butréeepir I'épisode de rechute.

Plusieurs études dans la littérature avaient pdajectif principal, la recherche de
facteurs de risques de récidives. A ce jour, auagteur épidémiologique ou clinique ne
ressort franchement de ces études. Certaines sespd&ége jeune, ou le sexe masculin
cependant décrit sur des séries avec peu de casonéirmés sur des études de plus grande
importance (47,48).

Actuellement, le risque de récidives est appréaé ges parametres biologiques.
Effectivement, les derniéres données de la littéeas’accordent a penser gu’un titre élevé
d’anticorps anti ADAMTS13 lors de la premiere paessainsi que la persistance d’une
activite ADAMTS13 diminuée lors de la rémission paient étre prédictifs de rechutes.
Cependant aucun seuil (cut off) d’anticorps anti ANDIS13 ou de taux d'activité
ADAMTS13 ne ressort de ces études. C’est davaritagariabilité relative des valeurs (titre-

taux) qui a une significativité (36,49,50).

4.3 La mortalité

La mortalité globale dans notre étude comprenaiitigibpathiques et secondaires est
de 27%. Ce chiffre est assez bien corrélé aveittéamature. En effet, en 1991 Rock faisait
notion de 20 % (10) et Scully en 2010 de 10% (®RBs études plus récentes, font notion
d’'une mortalité comprise entre 0 et 10%. On notsiaine diminution des décés due au PTT
avec les prises en charge actuelles. Pour mémogr€tude d’Amorosiegroupant 271 cas de
PTT en 1966 évoquait une mortalité de 90% (2).

Parmi les résultats évoqués, I'ensemble des désesaté sont chez des patients agés

de 70 ans et plus, avec un PTT secondaire et poeas dans les suites d’'une infection de
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cathéter lors des échanges plasmatiques. Kremengiodans une étude montre que 65% des
déces sont en rapport avec le PTT ou les compitsatdes EP (47). Cette analyse a été
confortée par une étude en 2006, confirmant ceaélmet retrouvant 2.4% de déces liés a la
technique. Les complications classiques des cathéteineux sont les infections, les
hémorragies et les thromboses.

Dans l'étude rétrospective effectuée, la mortatless PTT idiopathiques est nulle
confirmant le pronostic sombre des PTT secondaires.

Dans les facteurs de risques de mortalité sontitdéecrotamment le retard
diagnostique, le retard d'initiation des EP ou eacone absence de réponse aux EP
(10,44,47).

Au niveau des facteurs prédictifs de mortalité sapiportés les différents éléments
suivants, I'age croissant, en particulier aprese§, de graves symptéomes neurologiques a la
présentation, et un taux de LDH élevé et persistanés deux échanges plasmatiques (45).
Ces criteres étaient présents chez 2 patients égcddns notre étude, confirmant la

pertinence de ces facteurs prédictifs.

4.4 Les signes cliniques

Les signes neurologiques observés chez les patientg€tude étaient présents dans
45% des cas. Ces résultats sont discordants avetieées de la littérature qui placent les
signes neurologiques comme principaux symptomeserabs plutdét dans 70% des cas (46).
Les signes présents étaient tres polymorphes aflantéphalées simples a I'aphasie ou
troubles moteurs.

Les signes rénaux et digestifs sont aussi moinssndgcrits respectivement dans 50%
(51) et 40% (36,48-50,52) dans la littérature satpre notre étude en révélait respectivement
36% et 27%.

La fiévre, retrouvée a 27 % dans notre étude hesinistante et varie entre 45% et 86%
suivant les études. En effet elle peut étre absréediagnostic est posé précocement ou étre
liée & un processus infectieux observé dans ledéicekment du PTT. La fievre est en aucun
cas un signe spécifique du PTT.

Des atteintes cardiaques sont décrites et sommh@neher lors d’'une suspicion de PTT
comme l'infarctus du myocarde, des troubles despmlarisation ou encore une élévation de
la troponine. Il existe encore trop peu de donroieess la littérature et ces troubles sont

sirement sous-estimés (52,53), alors qu’ils carestitun facteur de mauvais pronostic. Dans
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notre étude, une patiente a présenté des doularaciques avec un sus décalage ST mimant
un infarctus du myocarde inférieur pouvant étretaté au PTT (54).

La symptomatologie des PTT apparait tres polymarplépendant de la localisation
des micro-embols des thrombi plaquettaires damsidaocirculation. Dans notre étude, des
infarctus spléniques et des zones d'infarcisserdarpdle inférieur d’'un rein ont été mis en

évidence chez un patient.

4.5 La biologie

Les anémies étaient moins séveres que dans leatitté avec une moyenne de
8,4g/dL dans notre étude contre 6,8g/dL (51). Denméa moyenne des thrombopénies
étaient de 48G/L dans notre recueil contre 13G1l).(5

Il n'était pas retrouvé systématiquement le caracteémolytique et mécanique de
'anémie observés seulement dans respectivement é8482%. Par ailleurs, l'insuffisance
rénale n’était objectivée que dans 63% des cas.c@ises font partie de la description
classique du PTT avec la pentade « anémie hémodtmécanique avec schizocytose,
thrombopénie, fievre, signes neurologiques et fisarice rénale ». Ceci conforte nos criteres
d’inclusion, en ne prenant en compte que l'anéntidaethrombopénie et il est permis

d’évoquer qu'il n’a pas été exclu de PTT a tort.

Les anticorps anti-ADAMTS13 étaient présents (awecseuil de positivité a 25Ul)
dans 64% des cas dans notre étude alors que lésagpiolns sont assez unanimes pour une
présence de 90% des anticorps lorsque l'activittANDS13 est effondrée (50,52).
Cependant les comparaisons sont difficiles d’'undét I'autre du fait de la multiplicité et de
I'évolutivité des techniques de détection des angis et des différents seuils de positivité liés
a celles-ci.

Il existe une association récurrente entre les dégjAes IgG anti-ADAMTS13. Il est
mis en évidence également une meilleure sensibiéigelgM et des IgG anti-ADAMTS13 par
rapport a I'activité inhibitrice. Les IgG anti-ADANS513 étant prédictifs de la rechute ce sont
les seuls isotypes dosés (36).

Les patients avec une activite ADAMTS13 inférieatesupérieure a 5% ne different

pas en terme de présentation clinique, de la nitgrt@al de taux de rechute (45).
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Dans notre étude, il est retrouvé une répartities groupes sanguins compatibles avec
la population générale alors que I'on aurait pusgemue les individus de groupe O, ayant un
pourcentage de facteur von Willebrand moindre ppport a la population générale, seraient

plus épargnés par le PTT.

Récemment il a été mis en évidence un facteur sieegtibilité de développer un PTT
idiopathique chez les Caucasiens associé a I'argigf A qui serait le HLA-DRB1*11. Des

travaux sont toutefois encore nécessaires poumaif le lien de cause a effet (55).

4.6 Les traitements

La prise en charge et le traitement du PTT, onluévavec les différentes avancées de
la compréhension de la physiopathologie de la nmaladnsi en 1957, la splénectomie était
recommandée (54), puis la corticothérapie par psede en 1959 (56,57) mais aussi I'ex-
sanguinotransfusion la méme année (58). En 19@@pdirt de plasma est proposé (59). En
1982, c’est la vincristine (60), puis les échanglasmatiques en 1991 (10). Depuis 2001, le

Rituximab a été évalué avec un excellent taux derge (61,62).

4.6.1 Les échanges plasmatiques

Les échanges plasmatiques, traitement de niveaprelegve 1, ont transformé le
pronostic de la maladie.

Le plasma transfusé est généralement du plasmaindgctivé traité par solvant
détergent ou du plasma frais congelé sécurisé paragtaine (issu d’aphérese ou de sang
total). Selon les recommandations du CNR MAT le Rfaé par bleu de méthyléne n’a pas
éte évalué. Son utilisation au CH du Mans a égdiéles difficultés d’approvisionnement en
plasma et aucun effet secondaire notamment alleegiga été déclaré. Le plasma « cryo-
déplété » c’est a dire dépourvu de sa fraction pmgapitée (particulierement riche en
multiméres de HPM de vVWF) non utilisé en France,pgs fait la preuve de sa supériorité en
terme de réponse au traitement avec une mortgjitéaente (63).

L'un des facteurs d'efficacité des EP est I'appdet PFC transfusé contenant de
TADAMTS13. La courte demi-vie de TADAMTS13 de dirs est un élément qui détermine
le rythme des EP méme si ceux-ci sont efficacdsabaence de déficit sévére (64) et parfois

méme sans correction du déficit (65).
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D’autre part il est évoqué le fait que les EP paéint a une épuration partielle des
anticorps anti-ADAMTS13 gu’ils aient ou non uneiaté inhibitrice (66).

Les EP sont plus efficaces que les perfusions aenp car ils permettent d’apporter
une quantité importante d’ADAMTS13 exogéne en reai les risques de surcharge
volémique (5,67,68).

Le nombre médian d’échanges plasmatiques nécessaliaerémission du patient était
de 13.2 EP. La littérature montre que ce nombréevsawmivant les études entre 6 et 19
échanges plasmatiques (47,50).

Les EP ne sont pas dénués de risques, mis a paxbreplications des cathéters citées
plus haut, la perfusion de plasma homologue penmeiolieu a des réactions allo-immunes, et
la circulation extra corporelle peut amener desatians tensionnelles ou une hypocalcémie
(69).

4.6.2 Le Rituximab

Depuis 2002, l'anticorps monoclonal anti-CD20 (Ritoab), a été proposé avec
succes dans les cas de PTT acquis réfractaired032).

Le CD 20 est une bonne cible thérapeutique castipbegsent sur les lymphocytes B
mais absent sur les cellules souches hématopaétigfula grande majorité des plasmocytes,
ce qui permet de maintenir un taux dimmunoglobedirrelativement stable et d’éviter
potentiellement certaines infections.

Le Rituximab est habituellement bien toléré, et &ffets secondaires sont des
phénomenes de réaction immunoallergique avec umirgyre pseudo-grippal (fievre,
frissons, céphalées), des réactions d’hyperseméibfurticaire, rash, prurit, céphalées,
nauseées, bronchospasme et défaillance cardio-aioid (a type d’hypotension artérielle)
d’évolution tout a fait favorable sous traitemegimptomatique. A noter, I'administration
systématique d'un bolus de solumédrol avant le ¥Ritab pour prévenir le relargage
cytokinique.

Par ailleurs, il ne semble pas étre responsableedfvéquence accrue d’épisodes
infectieux, bien que la survenue d’'une hypogampoiaginémie modérée soit décrite. Le fait
que le PTT idiopathique de I'adulte représente mmadadie autoimmune a incité a évaluer
I'intérét thérapeutigue du Rituximab dans cetteidation, en particulier dans les PTT

caractérises par des rechutes a répétition (4@).2,7
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La tolérance du Rituximab est bonne chez les patiéSon administration permet de
réduire la durée de traitement chez les patieqsneeurs lents, et de prévenir les rechutes
précoces sur une peériode de un a deux ans, maestl pas décrit de prévention de rechutes
au-dela de 2 ans (71). Il permet une remontéeipipsrtante de l'activité dADAMTS13 a 3,

6 et 9 mois, alors gu’elle était comparable a cédle patients non traités par Rituximab a 12

mois.

Lors de 'ASH de 2012, les résultats des etudesrenaon publiées de SABRINA et
SAWYER ont démontré la non-infériorité de I'injemti de Rituximab sous cutanée dans les
leucémies lymphoides chroniques et les lymphomesapgport a la forme IV avec cependant
plus d’effets secondaire de grade 1 et 2 (réactiocales cutanées, douleurs musculaires).
Cette injection qui a l'avantage de réduire le terdfhospitalisation pourrait dans l'avenir

étre indiquée dans la prise en charge des PTT.

L'utilisation du Rituximab a été aussi évaluée ddistérét d'un traitement
prophylactique des récidives. Le fait d’avoir unvsuapproché des patients en rémission
permet par le dosage de I'activité ADAMTS13 de dte précocement les rechutes avant
tout signe clinique. Plusieurs études plaident poutraitement de ces récidives biologiques
par le Rituximab avec comme effet une réascensienl’attivite ADAMTS13 eévitant
I'apparition de signes cliniques. C’est l'attitudeloptée par le CH du Mans qui a traité

certaines rechutes biologiques chez une patiemtRipaimab.

4.6.3 Les traitements immunosuppresseurs et la splénectoen

Le recours a des traitements immunosuppresseurs §teel recommandé dans
I'ascension thérapeutique requise dans les formesclutes (74). En effet les EP sont le
traitement de premiere ligne, le Rituximab estrégtément de seconde ligne en cas d’échec
des EP et les thérapeutiques %eﬂgne sont constitués notamment par les cortico&tda
splénectomie, lorsque Rituximab ne donne pas ddtaés satisfaisants.

Avant 2004 et la commercialisation du Rituximads PTT réfractaires bénéficiaient
d’un traitement par vincristine sans qu’il n’existeaiment d’étude sur le bénéfice de ce
traitement (75). A dater de 2004, le Rituximab5aalété utilisé, avec un délai d’action

d’environ 12 jours.
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L'intérét de la corticothérapie seule n'a pas dahucoup évaluée, quelques données
s’accordent & penser qu’elle aurait une efficad@s 30% des cas (76). Elle n'a pas été

utilisée dans I'étude présentée.

L’efficacité de la splénectomie n’est pas constdidi®. La physiopathologie limitant
la production d’anticorps anti-ADAMTS13 s’expliquear analogie aux pathologies auto-
immunes par la suppression des cellules phagoegtapléniques impliquées dans la
phagocytose de I'ADAMTS13 opsonisé et la suppressdes cellules B meémoires
autoréactives mais aussi hypothétiguement par $& em circulation d’'un plus grand nombre
de plaquettes habituellement dans la rate (78).

Dans les années 1950, la splénectomie était reamohe associée aux corticoides
avec des taux de réponse voisins de 50 % (79) ramhfdans les années 2000 (80). La
splénectomie est toujours présente dans l'ascenbiérapeutigue et notamment lors de
I'échec des EP mais beaucoup moins depuis I'avemedueRituximab.

De plus, la splénectomie est souvent accompagriistance par la recrudescence
d’infections opportunistes (5).

Dans notre étude, il n'y a pas eu de recours &lénsectomie dans le cadre du
traitement de PTT.

Le cyclophosphamide a une action immunosuppresgiyenphoablative) et
immunomodulatrice par suppression des cellules ®-gactives limitant la production
d’anticorps anti-ADAMTS13. Cependant il existe pi#icas décrits dans la littérature dans
I'indication du PTT. Une étude récente menée eaticel avec le CNR MAT, a testé
I'efficacité du cyclophosphamide lors de PTT réfaare aux EP et au traitement de deuxiéme
ligne (vincristine ou Rituximab). Il en ressort unermalisation des plaquettes chez tous les
patients avec arrét ou diminution progressive desun taux de survie de 91% a plus de 3
ans et seulement une récidive sur 9 cas. Le dépéderavant 10 jours apres le diagnostic de
ces PTT réfractaires imposent une mise en pladdeaju traitement par cyclophosphamide
et la nécessité d’'une identification rapide de pasents. Cette étude compare cette stratégie
avec la splénectomie et en conclut une évolutiovorlible dans les 2 cas avec des

complications acceptables (81).
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4.7Comparaison avec le référentiel du CNR MAT

4.7.1 Bilan a réaliser au diagnostic

Le bilan lors de la découverte d’'un PTT est biedift® par le référentiel du CNR. I

comprend :

Un ionogramme sanguin complet avec créatininémieestimation du débit de
filtration glomérulaire, un ionogramme urinaire averéatininurie, un dosage de la
protéinurie des 24 heures, une étude du sédiminatingr et un bilan hépatique.

Un myélogramme s’il existe un doute sur le caractg@ériphérique de la
thrombopénie. Il est en particulier réalisé chetiepés ayant ,ou chez lesquels on
suspecte, une pathologie associée (infection pdiHe pathologie maligne).

Un bilan d’hémostase (TP, TCA, fibrinogene, D-diegr

La recherche d'un foyer infectieux : hémocultusalyse bactériologique des selles,
ECBU, radiographie pulmonaire et autres prélevemerientés par la clinique

La sérologie VIH est systématique car une MAT péuéler l'infection.

Un dosage des béta-HCG plasmatiques est systéematitgz les patientes en age de
procréer.

La recherche d’anticorps antinucléaires car il sonvent associés a un déficit acquis
en ADAMTS13 et permettent de suggérer fortememtidgnostic de PTT acquis. La
recherche d’anticorps anti-ADN natif et une explima du complément (C3, C4,
CH50) et d'anticorps antiphospholipides permettdat rechercher un syndrome
lupique ou des antiphospholipides.

Une imagerie par IRM est réalisée en cas d'attegri&brale.

Un électrocardiogramme et un dosage de la tropdoipeur ne pas méconnaitre une

atteinte cardiaque.

Pour I'ensemble de nos patients, les bilans sés-@taient été réalisés permettant une

prise en charge rapide et optimale. Ces examenpwudéceler une atteinte cardiaque chez

une patiente, un PTT auto-immun dans un contexé®idjque ainsi que des marqueurs

d’auto-immunité chez 3 patients.

Il est donc important d’étre systématique dansrisepen charge du PTT afin de ne pas

méconnaitre I'atteinte d’un organe.
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4.7.2 Indications de I'exploration biologique dADAMTS13
Les indications du dosage de l'activité ADAMTS13isD
* Au diagnostic, devant un syndrome de MAT.
* Aprés obtention de la rémissiatinique et hématologique pour le suivi et la

recherche de rechute.

Au CH du Mans de 2006 a 2012, 48 patients ont lidéél’'une exploration biologique
d’ADAMTS13. Dans 25% des cas, le résultat de Réigt confirmait le diagnostic de PTT.
On peut en déduire qu'il y une prescription peribeeet non abusive de I'exploration
biologique d’ADAMTS13 au CH du Mans.

Chaque patient dont le diagnostic de PTT a étércoéf a eu apres sa rémission clinique
un suivi rapproché avec une exploration biologigieDAMTS13 permettant de détecter
précocement chez 2 patientes une rechute biologlepisuivi rapproché conformément aux
données prédictives d’ADAMTS13 a permis de leurefddénéficier d'un traitement par

Rituximab, permettant une amélioration biologiquard I'apparition de signes cliniques.

4.7.3 Prise en charge thérapeutique

Le CNR MAT détaille les différentes possibilitéethpeutiques dans son référentiel. 1
rappelle que le PTT doit étre traité en urgencdeepréférence en unité de soins intensifs
jusqu'a ce que le taux de plaquettes soit supéaeb@G/L en raison de la fréquence des
souffrances viscérales a la phase aigle et delliteo potentiellement grave de celles-ci.
L’ensemble des cas rapportés au CH Le Mans a &témpicharge dans l'unité de réanimation
meédico-chirurgicale pour une surveillance contirReis dans un deuxieme temps lorsque la
cinétique des plaquettes et la clinique étaiensfaggantes la poursuite du traitement était
effectuée dans le service de Néphrologie.

Le CNR MAT reconnait les échanges plasmatiques corseul traitement efficace en
s’appuyant sur la littérature précédemment cité@siAll préconise le méme protocole de
réalisation des EP, le méme rythme des EP, la nséstitution, la méme surveillance et la
méme décroissance. Au Centre Hospitalier du Mdessémble des patients ont bénéficié
d’EP avec ces mémes recommandations.

Les traitements associés, comme les antiagrégdatgigitaires ou la vincristine en
premiere intention, n'ont jamais fait preuve derlefiicacité et ne sont pas recommandés. La

corticothérapie associée aux EP reste le seutinaint ayant eu des résultats convaincants et
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sa prescription est laissée a l'appréciation dniaién. Dans notre travail, 4 patients ont
seulement bénéficié de corticoides.

Lors de PTT réfractaires et de réévolutivité¢ précde CNR MAT propose que le
traitement initial soit renforcé par des thérappugs immunomodulatrices et notamment par
le Rituximab qui permettrait d’obtenir une répomtinique et hématologique dans la grande
majorité des cas. Ce fut le cas dans notre épldsieurs patients ont bénéficié du traitement
par Rituximab avec succes en traitement de prernmésation (5/11)et lors de rechute(1/11).
Le CNR MAT développe aussi les échanges plasmatigutensifs (bi-quotidiens) et les
immunoglobulines polyvalentes par voie intraveireqai sont des alternatives non réalisées
au CH du Mans. Le cyclophosphamide utilisée pode 2os patients a été souligné dans le
référentiel comme proposition thérapeutique sehbz des patients réfractaires en particulier
quand il existe des signes de souffrance viscérale.

L'utilisation de cyclophosphamide en deuxieme ligruair les 2 patients de notre étude
s’explique pour la présence d’'une hépatite B aatime traitée contre indiquant le Rituximab
pour un et un antécédent de vascularite a pANCAti¢arps anticytoplasme des
polynucléaires de type périnucléaire) pour l'autre.

Le CNR MAT dans le cadre de rechutes, recommandieni@nt le Rituximab, traitement
dont ont bénéficié avec succes les 2 patients tte travail ayant présenté des rechutes. Le
référentiel détaille entre autres, la splénectaghie manque de preuve de la ciclosporine. Ces

deux thérapeutiques n’ont jamais été introduite€lduwlu Mans.

4.8 Recherche de sous-groupes

Les données résultant de notre étude ont été @ealymr tableau croisé et dynamique.
L’analyse souligne comme facteurs prédictifs de talivé, l'insuffisance rénale,
I’'haptoglobine supérieure a 0,10g/L (ce qui ne diyas étre le cas dans les PTT classiques)
et 'dge avanceé supérieur a 70 ans.

Les signes cliniques tels que neurologiques, digestutanés, l'altération de I'état
général et la fievre n'ont pas permis d’isoler dessgroupes.

L'age a déja été evoqué dans plusieurs publicatiocomme facteur prédictif de
mortalité et il est retrouvé dans notre étude.

L’insuffisance rénale est soulignée dansaare réalisé par I'équipe du CNR MAT
permettant de détecter les facteurs prédictifsrdees déficits en ADAMTS13 mais n’est pas

retrouvé dans les autres publications comme piéddd mortalité (82).
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Le taux de LDH élevé comme facteur prédictif dertaldé présent dans certaines
publications n’est pas retrouvé pas dans cetteeétddus avons réalisé la moyenne des taux
de LDH au diagnostic chez les personnes décédéstatiide 650 Ul/mL et ce dosage était
tres nettement inférieur a la moyenne des tauxiig tes sujets en rémission qui est de 1000
Ul/mL.

Les signes neurologiques grav@da présentation sont aussi souvent cités comme
facteurs prédictifs. Dans notre série de cas, dtigms ayant les signes neurologiques les plus
séveres ne sont pas décédés.

Notre travail comporte des biais qui méritent #ésoulignés. Cette étude est
rétrospective et la collecte des données a été&s@éasur les dossiers des patients dans une
pathologie ou les évolutions de prise en char§efieutique ont été notables sur 7 ans.

De plus un recensement de données de onze pagishfaible pour pouvoir étre
significatif bien que I'incidence calculée correade aux données de la littérature et souligne

la difficulté des études dans le cadre du PTTegtiune pathologie rare.
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5 CONCLUSION

Le PTT est une pathologie rare au pronostic somglord’absence de traitement. Les
avancées réalisées au fur et a mesure des anmdaempréhension de la physiopathologie
de la maladie ont permis une prise en charge dsigue et thérapeutique de plus en plus

adaptée permettant de réduire la mortalité a unitdarieur a 10%.

La présentation clinique et biologique des patiahds notre étude est similaire a la
littérature, révélant une pathologie tres hétéreders de son diagnostic pouvant se résumer a
une bicytopénie ou a une hyperthermie. Des tawbkdes a la littérature de mortalité et de
rechute dans notre série de cas confirme I'histoaterelle de la maladie et la prise en charge

adaptée et conforme aux recommandations.

Le CNR MAT a établi un référentiel regroupant ¢esduites a tenir ce qui a permis une
harmonisation des pratiques dans le diagnostiaditation du dosage d’ADAMTS13 et la
prise en charge thérapeutiqgue au niveau natiorteMNtude a révélé que ces pratiques sont

bien respectées au Centre Hospitalier du Mans.

Les facteurs prédictifs de mortalité retrouvés destse étude sont I'insuffisance rénale,
I'age avancé (supérieur a 70 ans) et un taux diugqibine supérieur a 0.10 g/L. Compte tenu
de notre faible échantillonnage et de notre readétibspectif, ces informations mériteraient

d’étre confirmées sur une plus grande populatiors dexcadre d’'une nouvelle étude.

D'un point de vue thérapeutique, les échanges ptiguoes restent actuellement le
traitement de référence du PTT. L'introduction dutumab, nouveau traitement
immunomodulateur, permet une prise en charge efficdu PTT, de diminuer le taux de
récidive et de les traiter précocement en effedtuarsuivi biologique. Sous I'égide du CNR
MAT, une étude de phase Il « PTT ritux 2 » prospectmulticentrique a pour objectif de
démontrer que I'administration concomitante du ®Riab des le premier EP diminuerait

leur nombre total .
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7 ANNEXES

7.1Annexe 1: Présentation des différents types et seutypes de
maladie de Willebrand et mode de transmission.

Type/Sous-types Description
1 Déficit quantitatit partiel en VWF
2 Déficit qualitatif en VWF (variants moléculaires)
2 A Diminution de l'affinité du VWF pour les plaquettes, associée a l'absence
des multiméres de haut poids moléculaire
2B Augmentation de l'affinité du VWF pour les plaquettes
2 M Diminution de l'affinité du VWF pour les plaquettes non liée a une anomalie
des multiméres du VIWF
2N Diminution de I'affinité du VWF pour le FVIII
3 Déficit quantitatif total en VWF

e \ 7 R

5 E W e oo e - E
-

Génétique (2:3)

- Transmission autosomique généralement dominante

Type 1 Sminante (environ 60 %)

Type 3 Autosomique recessive

- Cas exceptionnels de formes acquises (surtout > 50 ans)

ERNLFB
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7.2Annexe 2 : Feuille d'envoi ADAMTS13

ETUDE D'ADAMTS13, protéase spécifique de clivage du facteur
Willebrand, DANS LES MICROANGIOPATHIES

THROMBOTIQUES DE L'ADULTE
RECHERCHE CLINIQUE
Professeur Agnes VEYRADIER -Docteur Martine WOLF
Service d'Hématologie Biologique, Hapital Antoine Béclére
157 rue de la Porte de Trivaux, 92140 CLAMART

Tél : 01 45 37 43 05 / Fax : 01 46 32 40 55
agnes.vevyradier@abc.aphg.martine.wolf@abc.aphp.fr

FICHE DE RENSEIGNEMENTS CLINIQUES
A JOINDRE AUX PRELEVEMENTS

Date de la demande :

Patient : Médecin demandeur :
e Nom : e Nom :
e Prénom : » Service :
» Date de naissance : » Hopital :
* Sexe: » Adresse :
« Groupe sanguin (ABO) : » Tél/Fax:
e E-mail :

Pathologie suspectée :

Episodes de MAT antérieures

Pathologies associées :

Contexte clinique correspondant a une phase aigué :
- Fievre :

- Signes neurologiques :
- Signes abdominaux :
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Paramétres biologiques :

Rémission
- Insuffisance rénale :

- -Anémie hémolytique :

- Thrombopénie :

- Hémostase :

Traitement ;

Phase aigué

Non
Si oui, préciser :
» Urée :

e Créatinine  ...........

Oui
Si oui, préciser :
» Hémoglobine (g/dL)

Oui
Si oui, préciser :
* Plaquettes (G/L)
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7.3 Annexe 3 : Présentation des données épidémiatpges, des traitements et de I'évolution des 11 pants inclus.

DONNEES EPIDEMIOLOGIQUES TRAITEMENT
EVOLUTION
Sexe Age au diagnostic Année d'hospitalisation Thérapeutiques Nombre d'EP

Patient 1 Féminin 41 2006 EP + Rituximab 21 Rechutes (7) puis rémission
Patient 2 Féminin 36 2007 EP + Rituximab 14 Rémission

Patient 3 Féminin 24 2008 EP + Rituximab 11 Rémission

Patient 4 Féminin 24 2008 EP 2 Rémission

Patient 5 Féminin 87 2008 EP + corticoides 7 Déceés

Patient 6 Féminin 73 2009 EP + corticoides 5 Déceés

Patient 7 Féminin 39 2006 EP + corticoides 30 Rechutes (3) puis rémission
Patient 8 Féminin 40 2010 EP + Endoxan 32 Rémission

Patient 9 Féminin 34 2012 EP + Rituximab 10 Rémission

Patient 10 | Masculin 73 2008 EP + corticoides + Endoxan 8 Déceés

Patient 11 | Masculin 58 2012 EP + Rituximab 5 Rémission
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7.3 Annexe 4 : Présentation des signes cliniquesuypdes 11 patients de I'étude.

SIGNES CLINIQUES

Insuffisance

Signes neurologiques rénale Signes digestifs Signes cutanés [tération de I'éta  t général | Hyperthermie

Amaurose transitoire ceil droit,
Patient 1 . paralys_le facE|aIe eI, Oligo-anurie Absence Ecchymoses Absence Absence

hémianopsie latéral homonyme multiples

gauche
Patient 2 Absence Absence Absence Absence Présence Hyperthermie
Patient 3 Signes de comitialité Absence Absence Absence Présence Hyperthermie
Patient 4 Absence Absence Douleurs'abdqmlnales et Absence Absence Absence
diarrhées

Patient 5 Absence Oligo-anurie Absence Absence Absence Absence
Patient 6 Absence Oligo-anurie Absence Purpura Absence Absence
Patient 7 Céphalées Absence Absence Purpura Présence Absence
Patient 8 Confusion mentale Absence Nausées-vomissements Ecchymoses Présence Absence
Patient 9 Absence Absence Douleurs abdominales Absence Absence Absence
Patient 10 Céphalées Oligo-anurie Absence Absence Présence Absence
Patient 11 Absence Absence Absence Purpura Absence Hyperthermie
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7.3 Annexe 5 : Présentation des données biologiquesur les 11 patients de I'étude :

Hémoglobine en g/dL, plaquettes en G/L, créatieimpmol/L, urée erumol/L, LDH en UI/L, haptoglobine en UI/L, TP en %, T@A secondes, ALAT
en UI/L , ASAT en UI/L, IgG anti ADAMTS 13 en U(NR : Non Réalis€)

BILAN BIOLOGIQUE AU DIAGNOSTIC ADAMTS 13
Hémoglobine | plaquettes |schizocytes |créatinine |urée | LDH |haptoglobine | TP | TCA | fibinogéne | ALAT | ASAT sgarr?;l?ii activité ADI?A?/I?gﬂlS

Patient 1 8,3 18 3-5% 108 21 | 4,25 0,83 102 | 41 NR 19 25 A+ <5% 30
Patient 2 8,6 93 1-3% 44 1,7 |>1500 <0,10 61 | 46 4,54 411 | 2996 AB+ <5% 29
Patient 3 6,8 11 5-10% 92 4,6 | 1300 <0,10 95 | 30 3,08 NR NR o+ <5% 148
Patient 4 9,8 126 Absence 79 56 | 371 <0.10 50 | 52 4,07 27 20 A- <5% 5
Patient 5 7,9 114 3-5% 507 39,8 | 1141 0,94 90 | 35 6,17 45 29 A+ 10% NR
Patient 6 8,9 68 1-3% 116 13 534 0,46 116| 30 3,42 70 36 O+ <5% 24
Patient 7 7,5 12 Absence 126 25 | 1472 <0,10 87 | 40 4,62 22 24 o+ <5% >100
Patient 8 8,4 6 5-10% 120 16,7 | 4632 <0,10 87 | 28 3,11 20 111 O+ <5% 35
Patient 9 9,3 27 3-5% 82 7,5 | 1239 <0,10 97 | 29 5,06 33 52 A+ <5% 40

Patent 8,2 32 1-3% 223 13,6 300 0,71 85| 38 | 3,08 15 | 14 o+ <5% 13

Paltilent 8,7 23 3-5% 71 95| 624 <0,10 82| 35 5,25 66 49 B+ <5% >100
Moyenne 8,4 4g  |B2%decas| 4.0 | g4 | 1162 0,58 87 | 37 | 424 73 | 336

positifs
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