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DEFICIT EN FACTEUR V INDUIT
PAR LA 6-MERCAPTOPURINE AU
COURS DU TRAITEMENT
D’ENTRETIEN DES LEUCEMIES
AIGUES LYMPHOBLASTIQUES DE
L’ENFANT



Résumé

Le traitement d’entretien des leucémies aigués lymphoblastiques (LAL) a pour but d'éradiquer
les cellules leucémiques persistantes, apres la rémission et les 6 mois de chimiothérapie
intensive. Il est basé¢ sur la 6-mercaptopurine (6-MP) quotidienne et le méthotrexate
hebdomadaire. Les effets secondaires de la 6-MP (hépatotoxicité, myélotoxicité) sont corrélés
aux concentrations de ses différents métabolites, et dépendent de polymorphismes génétiques

des enzymes impliquées dans son métabolisme.

Trois patients traités pour une LAL dans le service d’immuno-hématologie et oncologie
pédiatrique du CHU de Rouen, ont développé un déficit en facteur V (FV) au cours du
traitement d’entretien. Ce déficit était réversible a 1’arrét ou a la diminution de posologie de la
6-MP. 1l s’y associait inconstamment une baisse du facteur VII, ou des facteurs II, VII et X.
Ces troubles de I’hémostase €taient asymptomatiques. Des concentrations élevées en dérivés
méthylés de la 6-MP ont été¢ mises en évidence de fagon concomitante a la baisse du FV.
L’algorithme d’imputabilit¢ de Naranjo indique une association certaine dans 2 cas et

probable dans un cas entrer la 6-MP et la baisse du FV.

Tres peu de patients ayant présenté une toxicité similaire sont décrits dans la littérature.

Le mécanisme d’action n’est pas connu. Il pourrait s’agir d’un défaut de modifications post-

traductionnelles du FV induit par un métabolite de la 6-MP.
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ALAT : alanine aminotransférase
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CD : cluster of differentiation
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FAB : (classification) franco-américano-britannique
FDA : Food and Drug Administration

Fg : fibrinogene

Hb : hémoglobine
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L-aspa : L-asparaginase

LA : leucémie aigué

LAL : leucémie aigué¢ lymphoblastique

LCR : liquide céphalo-rachidien

LDH : lactate déshydrogénase

6-MP : 6-mercaptopurine

MICI : maladie inflammatoire chronique de I’intestin
MTT : 1-méthyltétrazole-5-thiol

MTX : méthotrexate

NFS : numération formule sanguine



NGF : nerve growth factor ou facteur de croissance neurale
NOR : nerve growth factor

OCD : ornithine décarboxylase

PDF : produits de dégradation de la fibrine

PFC : plasma frais congelé

PNN : polynucléaires neutrophiles

TCA : temps de céphaline avec activateur

TP : taux de prothrombine

TQ : temps de Quick

TPMT : thiopurine S-méthyl transférase
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1. Introduction

1.1.  Les leucémies aigués lymphoblastiques

Les leucémies aigués (LA) constituent une variété d’hémopathies malignes
caractérisée par la prolifération de cellules jeunes, au niveau de la moelle osseuse, ne se

différenciant pas en cellules plus matures.

Les leucémies sont la forme de cancer la plus fréquente chez 1’enfant, représentant 30
a 35% des cas de pathologie maligne. Elles se répartissent en LA (95 a 97%) et leucémies
chroniques (3 a 5%). Les LA se différencient des leucémies chroniques par une proportion
plus importante de cellules jeunes, appelées cellules blastiques, bloquées dans leur

différenciation, et un caractere évolutif beaucoup plus rapide.

Les LA lymphoblastiques (LAL) sont des proliférations clonales développées a partir
d’une cellule lymphoide bloquée a un stade précoce de sa différenciation. Les LAL sont, chez
I’enfant, beaucoup plus fréquentes que les LA myéloblastiques, et représentent 80 a 85% des

LA.

1.1.1.  Epidémiologie

L’incidence globale des LAL chez I’enfant peut varier d’un facteur 5 selon les pays.
En France, leur nombre a été de 3,4 cas par an pour 100 000 enfants de moins de 15 ans entre
1990 et 1999 [1]. Le risque est plus bas dans les populations noires (OR : 0,58) et plus élevé
dans les populations hispaniques (OR : 1,06) et natives d’Amérique (OR : 1,63) [2].

Il existe un pic de fréquence entre 2 et 5 ans, surtout marqué dans les pays

occidentaux. Le sex-ratio estde 1,2 a 1.4.



L’étiologie des LA reste inconnue, des facteurs génétiques et environnementaux

associés a un risque accru de développer une leucémie €tant incriminés.

1.1.2.  Diagnostic

a/ La présentation clinique

Les circonstances diagnostiques sont variées et peuvent étre en rapport avec :

. une altération de [D’état général, I’anorexie <étant fréquente, mais pas
I’amaigrissement,
. une insuffisance médullaire : syndrome anémique (paleur, asthénie, dyspnée),

infection, syndrome hémorragique (purpura pétéchial, ecchymoses, épistaxis,
gingivorragies...),

. I’infiltration des cellules blastiques (douleurs osseuses, adénopathies, hépato-
splénomégalie...). Un syndrome de leucostase peut s’observer dans les formes tres

hyperleucocytaires (leucostase pulmonaire, cérébrale...).

b/ Les examens complémentaires

Le diagnostic est suspecté sur les données de I’hémogramme. Il existe typiquement
une atteinte des trois lignées (une anémie normochrome normocytaire arégénérative, une
neutropénie et une thrombopénie) avec la présence le plus souvent de cellules blastiques
circulantes. La numération formule sanguine (NFS) est rarement normale. Parfois, une seule

lignée est atteinte.

Le myélogramme est indispensable au diagnostic méme en cas de présence de
cellules blastiques circulantes. Il permet d’affirmer la LA par la présence de plus de 20 ou
25% de cellules blastiques sur le frottis. Le prélévement permet une analyse morphologique
effectuée apres coloration de May-Griinwald-Giemsa complétée par une étude cytochimique
(myéloperoxydase). Des analyses immunophénotypiques et cytogénétiques des cellules
blastiques sont systématiquement réalisées. La nature lymphoblastique de la LAL est en regle

facilement établie par 1’étude cytologique et enzymatique.

La ponction lombaire permet la recherche de cellules blastiques dans le liquide
céphalo-rachidien (LCR). L’atteinte méningée est définie par l’existence de plus de 5

éléments/mm’ avec présence de blastes, quel que soit le taux de ceux-ci. L’étude du LCR est
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indispensable mais sera différée dans les situations ou elle est dangereuse (formes
hyperleucocytaires, formes avec gros médiastin, thrombopénie majeure ou coagulation

intravasculaire disséminée ou CIVD importante...).

Les autres examens nécessaires sont :

o une radiographie de thorax (recherche d’un gros médiastin, d’une
S .

pneumopathie, d’une leucostase pulmonaire),

° une étude de I’hémostase,

o un ionogramme sanguin, un bilan phosphocalcique, une uricémie et un taux de

LDH (recherche d’un syndrome de lyse tumoral, estimation de la masse tumorale),

o un phénotype érythrocytaire complet,

o un bilan infectieux bactériologique et viral (hépatites B et C, CMV, EBV....).

D’autres examens peuvent étre utiles : échographie cardiaque (avant 1’utilisation

d’anthracycline), échographie abdominale, groupage HLA...

1.1.3. Classification

L’analyse cytologique et immunologique apporte des ¢léments de classification de la
LA.

a/ Etude cytologique

L’analyse du type cytologique des cellules blastiques permet de distinguer les deux

grandes variétés de LA que sont les LA myéloblastiques et les LAL.

Le caractere lymphoide de la leucémie est affirmé par 1’absence de granulations
cytoplasmiques et par 1’analyse cytochimique retrouvant une négativité de la réaction des

peroxydases dans le cytoplasme (caractérisant la lignée myéloide).

La classification internationale FAB (franco-américano-britannique) distingue 3
variétés cytologiques de LAL en fonction de la taille des blastes et des caractéristiques du

noyau et du cytoplasme [3].



Tableau I : Classification internationale F.A.B.

Distinction des 3 types cytologiques de LAL en fonction de caractéristiques morphologiques.

LAL 1

LAL 2

LAL 3

Taille cellulaire

Petite

Grande, hétérogene

Grande, homogene

Rapport nucléo- Tres élevé, >80% <80% moyen

cytoplasmique

Nucléole Absent ou 1 petit 1 ou plusieurs gros 1 ou plusieurs gros

Membrane Réguliere, ronde Irrégulicre, encochée | Réguliere, ronde ou

nucléaire ovale

Basophilie Discréte, rarement Variable, parfois Trés intense
intense intense

Vacuoles Variable Variable Présentes et

volumineuse

Le type L3 correspond a la leucémie de Burkitt qui a un immunophénotype bien
caractéristique. Depuis, la classification a évoluée, la distinction L1-L2 est abandonnée, au

profit de I’immunophénotypage et de la cytogénétique.

b/ Etude immunologique

L’expression variable, par les cellules leucémiques, d’antigénes membranaires ou
intracytoplasmiques regroupés en « CD » (cluster of differentiation) permet de déterminer si
les lymphoblastes appartiennent a la lignée B ou a la lignée T et de préciser leur stade de
différenciation. Cette caractérisation se fait en cytométrie de flux a I’aide d’anticorps
monoclonaux, chaque anticorps utilisé étant spécifique d’un antigéne donné.
L’immunophénotype est défini par I’ensemble des CD exprimés par les cellules leucémiques

(tableau II et III [4]).

Les LAL de la lignée B représentent 80 a 85% des cas chez I’enfant. Elles sont
caractérisées par la présence du CD19 qui est spécifique de la lignée B. Les formes les plus
fréquentes sont le stade II de maturation, dites pré-pré-B ou B communes (55 a 60%) ; les
cellules blastiques expriment le CD10 (antigéne commun des LAL ou CALLA). Les formes
dites pré-B représentent 15 a 20% des cas et sont caractérisées par la présence d’une chaine
lourde d’immunoglobuline intracytoplasmique (c-p). Les LAL B matures, ou leucémies de
Burkitt, sont rares (1 a 2%); les cellules blastiques expriment des immunoglobulines de

surface (slg). Les formes les plus immatures (CALLA négatif) sont également rares.
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Tableau II : Classification immunologique des LAL B.

Distinction des 4 stades de maturation des LAL B en fonctions de marqueurs antigéniques.

cCD79/CD19/ CDI10 ou
c- slg
c ou sCD22 CALLA
B-I (pro-B) + 5 5 £
B-II (pré-pré-B) + + - -
B-III (pré-B) + +/- + -
B-IV (B mature) + +/- +/- +

Les LAL de la lignée T représentent 15 a 20% des LAL de ’enfant. L ’appartenance a
la lignée T est établie par la positivité d’au moins 2 marqueurs parmi CD2, CDS5 et CD7.

Tableau III : Classification immunologique des LAL T.

Distinction des 4 stades de maturation des LAL T en fonctions de marqueurs antigéniques.

CD2/CD5 CDla+ sCD3+/
cCD3 CD7
/CD8 CDla-
T-I (pro-T) + + - - -
T-1I (pré-T) + + + - -
T-III (T cortical) + + + + -
T-IV (T mature) + + + - +

1.1.4.  Etude cytogénétique et biologie moléculaire

L’examen cytogénétique est devenu un élément fondamental de la prise en charge des
LAL, contribuant a en démontrer I’hétérogénéité. Un caryotype est réalisé sur les cellules
blastiques médullaires ou sanguines, permettant de rechercher des anomalies numériques
(hyperdyploidie...) et qualitatives (translocations...) des chromosomes. La valeur pronostique
de certaines anomalies caryotypiques est reconnue et prise en compte dans les indications

thérapeutiques.

Les techniques de biologie moléculaire, de plus en plus modernes, permettent :
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o de confirmer la clonalité des cellules leucémiques en retrouvant un
réarrangement soit des génes codant pour le récepteur de I’antigene (lignée T), soit de
ceux codants pour la synthése des immunoglobulines (lignées B, a partir du stade II de
maturation),

. de mettre en évidence des translocations chromosomiques non trouvées au
caryotype,

. de rechercher des amplifications ou des délétions de régions codantes,

. d’évaluer quantitativement, apres la mise en route du traitement, la maladie
résiduelle (ensemble des cellules malignes persistant dans 1’organisme et non

détectables par les techniques morphologiques classiques).

1.1.5.  Les facteurs pronostiques

En 1993, le « Cancer Therapy Evaluation Program » du National Cancer Institute
(NCI) a organisé un "workshop" réunissant les 4 groupes américains de traitement des LAL
de I’enfant, afin de définir des facteurs pronostiques uniformes pouvant étre utilisés dans des
études futures [ 5 ]. L’analyse rétrospective des données cliniques, cytologiques,
immunologiques et cytogénétiques a permis de compléter ces facteurs pronostiques,
permettant d’adapter I’intensité¢ des traitements sur des bases rationnelles. Ces nombreux
facteurs pronostiques sont souvent associés entre eux. L’intensité du traitement efface

cependant certains facteurs pronostiques.
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Tableau IV : Principaux facteurs de mauvais pronostic des LAL de I’enfant.

e Cliniques :

- age : si <12 mois ou >10 ans
- sexe masculin

- syndrome tumoral important
- élargissement médiastinal

e Biologiques :

- leucocytes sanguins >50 000/mm’
- taux d’hémoglobine >10g/dl

e Immunologiques :

- CALLA négatif
- immunophénotype T

e Cytogénétiques :

- hypodiploidie
- translocations  défavorables : t(9;22), translocation
impliquant le géne MLL
e Thérapeutiques :
- corticorésistance
- chimiorésistance

1.1.6.  Principe du traitement de la LAL de I’enfant

La LAL de I’enfant est devenue une maladie curable dans plus de 3 cas sur 4, grace a

plusieurs avancées :

o I’utilisation de polychimiothérapie,

o la prophylaxie des rechutes méningées [6],

o la découverte de la doxorubicine, de la L-asparaginase (L-aspa),

° la stratification du risque de rechute, et donc des traitements,

. les intensifications secondaires [7],

° I’amélioration des soins de soutien,

. la prise en compte de la réponse précoce [8] et de la maladie résiduelle [9].

Ces approches thérapeutiques ont ainsi permis depuis 1965 de réaliser des progres et
d’améliorer la survie. Avant 1960, la survie a 10 ans d’un enfant atteint de LAL était de 1%.
Progressivement le pourcentage d’enfants guéris s’est accru, passant de 30% dans les années
1965 a 1970, a 50% dans les années 1980 puis 60 a 65% dans les années 1990 pour atteindre
actuellement 75 a 80%. L amélioration de la survie des patients pose maintenant le probléme

des effets secondaires et des séquelles des traitements lourds administrés.
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Dans 1’avenir, la connaissance des mécanismes de résistance et du profil d’expression
génique des cellules leucémiques devrait permettre un meilleur choix des traitements en

fonction du type et du stade évolutif de la maladie.

Le traitement actuel des LAL de I’enfant comprend quatre phases majeures :

o une phase d’induction premicre, visant a obtenir une rémission compléte
initiale. Cette phase dure 4 a 8 semaines, et débute par 7 jours de prednisone.

o une phase de consolidation de 2 a 3 mois, ou sont introduits d’autres agents de
chimiothérapie, afin d’éviter la sélection d’un clone résistant (modéle de Norton et
Simon [10]),

. une ou deux phases d’intensification, qui correspond a une 2° induction, 21 a
18 semaines apres la rémission complete,

° un traitement d’entretien, détaillé ci-dessous.

Parallelement, un traitement prophylactique des atteintes méningées est entrepris du
fait de D’existence d’une barriere hématoencéphalique s’opposant a la pénétration des
chimiothérapies. Cette prophylaxie se fait par injections intrathécales de chimiothérapie, par
administration intraveineuse de méthotrexate (MTX) a haute dose, et par une irradiation

encéphalique dans les cas d’atteinte méningée initiale, ou de haut risque de rechute méningée.

En France, 2 structures de concertation pour le traitement des leucémies se sont mis en
place : le groupe FRALLE formé en 1982 autour de Gérard Schaison et le Children Leukemia

Cooperative Group qui regroupe depuis 1983, 25 centres francais, belges et portugais.

1.1.7.  Description générale du protocole FRALLE 2000

Le protocole FRALLE 2000-A est un protocole de traitement des LAL de la lignée B
de risque standard de 1'enfant 4g¢é de plus de 1 an et de moins de 10 ans. Sont incluables toutes

les LAL de l'enfant de novo, de la lignée B, et n'ayant pas de critere de gravité.

Le protocole thérapeutique comprend successivement une induction séquentielle, une
consolidation, deux intensifications et un traitement d'entretien (cf. Annexe 1). La durée du
traitement est d'un peu moins de 3 ans. La prophylaxie méningée repose exclusivement sur
des injections intrathécales. L'intensité du traitement prend en compte la sensibilité initiale au
traitement. Il n'y a pas d'indication de greffe dans ce protocole sauf en cas de chimiorésistance

avérée.
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Le protocole FRALLE 2000-BT est un ensemble de recommandations thérapeutiques

concernant le traitement des LAL de risque élevé.

Sont incluables les LAL de la lignée B ou de la lignée T survenant de novo chez

I'enfant agé de plus de 1 an, et chez 1'adolescent ou jeune adulte (jusqu'a 20 ans).

Sont distingués le traitement des LAL de la lignée B (Groupe B) et celui des LAL de
la lignée T (groupe T). Au sein de chacun de ces 2 groupes, une sous-stratification distingue

les patients dits de bon risque ou de risque €levé. Quatre groupes sont ainsi définis : B1, B2,

T1, T2 (cf. Annexe 2).

1.1.8. Le traitement d’entretien

Des cellules leucémiques peuvent rester détectables jusqu’a au moins 18 mois apres
I’obtention de la rémission compléte [11]. Le traitement d’entretien a pour but de limiter la
reprise évolutive et de détruire les clones leucémiques persistants. Il doit étre continu et
repose sur 1’association orale de 6-mercaptopurine (6-MP) quotidienne, sans arrét lors des
réinductions, a la dose de 75 mg/m?%/j, et de MTX hebdomadaire, & 25 mg/m*/semaine (avec

arrét la semaine de réinduction).

Cette phase de traitement débute a J40 (FRALLE 2000-A) ou J57 (FRALLE 2000-BT)
de la phase d’intensification n°2 si les polynucléaires neutrophiles (PNN) sont supérieurs a
1000/mm’ et si les plaquettes sont supérieures a 100 000/mm’. La durée du traitement
d’entretien est de 24 mois. On associe, ou non selon les protocoles, a cette chimiothérapie

continue, des réinductions mensuelles de vincristine et de dexaméthasone la premicre année.

Les doses de 6-MP et de MTX sont a adapter afin de maintenir des PNN compris entre
800 et 1200/mm’, sans lymphopénie inférieure 4 500/mm’ ni cytolyse hépatique majeure
(alanine aminotransférase supérieure a 10 fois la limite supérieure de la normale :
ALAT>10N). Ainsi le traitement d’entretien est a arréter pendant une semaine si
PNN<500/mm’, ou lymphocytes<500/mm’ ou ALAT>10N, et repris 4 une posologie réduite
d’un tiers. En cas de cytolyse hépatique plus modérée (ALAT entre 5 et 10N) ou de
neutropénie plus modérée (PNN entre 500 et 800/mm”), seul le MTX dans le premier cas, ou
la 6-MP dans le second cas, sera diminué d’un tiers de la posologie. En cas de bonne tolérance
médullaire et hépatique du traitement pendant 2 mois, la posologie du MTX et de la 6-MP
peut étre augmentée d’un quart. La posologie maximale du MTX est néanmoins fixée a 40

mg/m?/semaine.
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1.2. Thiopurines

1.2.1. Présentation

Les thiopurines sont des analogues des bases puriques, largement utilisées en
thérapeutique médicale. Il existe 3 molécules principales: la 6-mercaptopurine (6-MP,

Purinéthol®), I’azathioprine (AZA, Imurel®) et la thioguanine (Lanvis®).

La 6-MP a été synthétisée en 1951. Moins de 2 ans plus tard, cette molécule était
reconnue par la FDA (Food and Drug Administration) comme un agent conduisant a la
rémission des LAL [12]. Elle est depuis utilisée pour ses propriétés cytostatiques dans le
traitement des LAL de I’enfant au cours des phases de consolidation et d’entretien, et dans le

traitement de certaines leucémies chroniques.

L’AZA est une prodrogue rapidement hydrolysée dans le foie en 6-MP. Elle est
utilisée comme agent immunosuppresseur en prévention du rejet dans les greffes d’organes
depuis plus de 40 ans, puis plus récemment au cours de nombreuses pathologies auto-
immunes : maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI : maladie de Crohn et

recto-colite hémorragique), lupus érythémateux disséminé, polyarthrite rhumatoide.

La thioguanine est un analogue soufré de la guanine, utilisée initialement dans le
traitement d’entretien des LA my¢loblastiques, puis actuellement dans les phases

d’intensification des protocoles de traitement des LAL de I’enfant.

Il existe d’autres antimétabolites analogues des purines développés depuis une dizaine
d’années, dont le mécanisme d’action peut étre similaire (incorporation a I’ADN) ou différent

(inhibition enzymatique) :

° la clofarabine, utilisée dans les LAL réfractaires,

. la cladribine et la pentostatine, utilisées dans les leucémies a tricholeucocytes,
o la fludarabine, utilisée dans les leucémies lymphoides chroniques,

° la nélarabine, utilisée dans les LAL T réfractaires,

° I’aciclovir et le carbovir, utilisé comme traitement anti-viral.

1.2.2.  Métabolisme et mécanisme d’action des thiopurines

La 6-MP est métabolisée par trois voies enzymatiques (figure 1) [13] :
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o La voie de phosphorylation qui conduit a la synthése des nucléotides de la
thioguanine (6-TGN), sur lesquels repose principalement 1’effet thérapeutique de la 6-
MP. La premiere €tape enzymatique est sous la dépendance de I’hypoxantine-guanine-
phosphorybosyltransférase (HGPRT) conduisant au thio-inosine monophosphate,
secondairement activé en 6-TGN, ou métabolisé¢ en 6-thio-inosine triphosphate, par
I’inosine triphosphate phosphatase (ITPA).Les 6-TGN sont des analogues soufrés des
mono-, di- et tri-phosphate-guanosines (GMP, GDP et GTP) endogenes intervenant
dans la synthése des acides nucléiques [ARN (acide ribonucléiques) et ADN (acide
désoxyribonucléique)]. Ces analogues perturbent I’incorporation des ces nucléotides
endogenes en s’y substituant et interférent ainsi avec la multiplication des cellules
ayant un cycle de renouvellement rapide [14].Les 6-TGN sont aussi susceptibles
d’interférer avec les autres fonctions cellulaires des GTP, GDP et GMP (production

d’énergie, signalisation).

Cette voie de métabolisme est en équilibre avec deux autres voies :

. La voie de méthylation de la 6-MP, par I'intermédiaire de la thiopurine S-
méthyl transférase (TPMT), formant la 6-méthylmercaptopurine. La TPMT agit aussi
sur certains métabolites de ’HGPRT : le 6-thio-inosine monophosphate et les 6-TGN,
entrainant la formation de leurs dérivés méthylés (les 6-MMPN). Ces
méthylnucléotides inhibent la synthése de novo des purines en inhibant la
phosphoribosylaminotransférase (premicre étape de la purinosynthese) [15].

. La voie d’oxydation, sous la dépendance de la xanthine-oxydase, voie de

catabolisme de la 6-MP, aboutissant a ’acide thio-urique, éliminé dans les urines.

Les concentrations intra-érythrocytaires des 6-TGN et des 6-MMPN présentent une
grande variabilité interindividuelle. Dans une étude portant sur 30 patients traités par 6-MP a
la dose de 50 mg/j pendant 8 semaines, les valeurs de concentrations des 6-TGN variaient

dans un rapport de 1 a 7 et dans un rapport de 1 a 16 pour les 6-MMPN [16].
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Figure 1 : Métabolisme de la 6-MP d’aprés Stocco et al [21].

Trois voies de métabolisme a partir de la 6-MP : la voie de phosphorylation, aboutissant aux
6-TGN, inhibant la réplication de I’ADN ; La voie de méthylation, aboutissant aux 6-MMPN,
inhibant la synthése de novo des purines ; la voie d’oxydation, aboutissant a un métabolite
¢liminé dans les urines.
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1.2.3. Variabilité interindividuelle des effets

De nombreuses mutations des genes des enzymes impliquées dans le métabolisme de

la 6-MP ont été décrites, modifiant ainsi les effets du traitement.

a/ Efficacité

Lennard et al. [17] ont montré dans une étude portant sur 40 enfants traités par 6-MP
pour une LAL, une corrélation inverse entre le taux intra-érythrocytaire des 6-TGN et

Iactivité TMTP. Ils ont également montré au cours d’une étude menée chez 95 enfants traités
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par 6-MP pour une LAL, que le taux des 6-MP était corrélé au risque de rechute [18].
Schmiegelow et al. [19] ont montré dans une étude portant sur 601 enfants traités par 6-MP
en traitement d’entretien d’'une LAL, que le risque de rechute était plus important chez les
patients ayant un statut non muté de la TPMT (18 vs 7%). Une étude de Relling et al. [20]
portant sur le pronostic a long terme de 182 enfants suivis pour LAL, retrouve comme facteur
prédictif la dose de 6-MP regue. Les autres variables étudiées (activité TPMT, concentration
intra-érythrocytaire des 6-TGN et des métabolites du MTX ne ressortaient pas comme
facteurs statistiquement prédictifs. D’autres études n’ont pas retrouvé de corrélation entre le

risque de rechute et le statut muté de la TPMT ou de ’'ITPA [21].

b/ Myélotoxicité

La toxicit¢ médullaire de la 6-MP est également dépendante de ces voies
enzymatiques. L’administration de 6-MP a dose standard chez les patients homozygotes
mutés pour la TPMT, entraine une myélotoxicité d’apparition rapide nécessitant 1’arrét du
traitement. En effet, I’abaissement du taux de TPMT conduirait a une moindre dégradation de
la 6-MP et a une déviation du métabolisme vers la formation des 6-TGN, dérivés actifs,
comme en témoignent les taux €levés des 6-TGN retrouvés chez ces sujets [22]. Les sujets
hétérozygotes pour la TPMT présentent également une myélotoxicité aux thiopurines : dans
une étude chez 67 patients traités par AZA pour une maladie rhumatoide, 6 patients sont
hétérozygotes pour le gene de la TPMT, et 5 d’entre eux ont dii interrompre le traitement du
fait d’une leucopénie. Le 6° patient n’avait pas présenté de myélotoxicité, mais il existait des
problemes de compliance au traitement [23]. Relling ef al. [24] ont évalué dans une étude le
pourcentage de temps ou le traitement d’entretien pour une LAL chez 180 enfants pouvait étre
administré a dose pleine, en fonction du statut génétique de la TPMT. Ce pourcentage était de
7% pour les homozygotes mutés, 65% pour les hétérozygotes et 85% chez les homozygotes
sauvages. Enfin, le protocole thérapeutique Total 13B du St-Jude Hospital des LAL de
I’enfant prévoit une adaptation de dose de la 6-MP, a priori, en fonction du statut TPMT [21].

c/ Immunodépression

Il est possible que le traitement par thiopurines augmente le risque d’infection, méme
en ’absence de neutropénie, mais les preuves sont limitées. Une lymphopénie modérée est
fréquemment observée chez les patients recevant des thiopurines, ce qui est un facteur notable

d’infection virale. Le risque d’infections a virus varicelle-zona (VZV) chez les patients
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porteurs de MICI est plus important s’ils recoivent des thiopurines [25]. On ne retrouve pas
d’étude portant sur le degré de lymphopénie et le risque d’infections virales en fonction du
polymorphisme génétique des enzymes impliquées dans le métabolisme des thiopurines.
Stocco et al. [21] ont montré dans une €tude, que sur 101 enfants en traitement d’entretien
d’une LAL avec des doses standards de 6-MP, le risque d’infection grave augmentait en cas
de mutation hétérozygote de la TPMT, et que sur 246 enfants dont les doses de 6-MP étaient
ajustés en fonction de leur génotype TPMT, le risque de neutropénie fébrile était plus

important chez les patients porteurs de mutation hétérozygote du géne de I’ITPA.

d/ Toxicité hépatique

La 6-MP a une toxicité hépatique, se révélant par une cytolyse hépatique. Nygaard et
al. [26] ont montré dans une étude portant sur 49 patients en traitement d’entretien d’une
LAL, que le taux de transaminases était corrélé positivement a la posologie de 6-MP, au taux
intra-érythrocytaire des 6-MMPN, et a I’activité de la TMTP, et était corrélé négativement au
taux intra-érythrocytaire des 6-TGN. Des taux seuils de 6-MMPN ont été retrouvés au-dela
desquels le risque d’hépatotoxicité augmentait fortement : Dubinsky ez al. [27] ont montré
que le risque d’hépatotoxicité était multiplié par 3 chez les patients traités par 6-MP ou AZA
pour MICI, présentant un taux de 6-MMPN supérieur & 5700 pmol/8.10°* érythrocytes. Dans
une étude portant sur 66 patients en traitement d’entretien pour une LAL, Adam de Beaumais
et al. [28] ont déterminé par courbe ROC, un taux seuil de 6-MMPN a 4884 pm01/8.108
érythrocytes, prédictif du risque d’hépatotoxicité, avec une sensibilité a 80% et une spécificité
a 80%. Schmiegelow et al. [29] ont montré dans une étude rétrospective incluant 115 enfants
traités pour une LAL T, que la présence d’une cytolyse hépatique (transaminases supérieures
a 40 UI/) en cours de traitement d’entretien, était corrélée a un risque de rechute moins
important (0,5 vs 0,7 a 4,5 ans de la rémission compléte). Nygaard et al. [26] proposent
I’utilisation des transaminases (notamment I’ALAT) comme marqueurs de compliance au

traitement d’entretien.
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1.3. Hémostase

1.3.1.  Physiologie, rappels succincts

L’hémostase est le processus physiologique regroupant les différents mécanismes qui
assurent la prévention des saignements spontanés et 1’arrét des hémorragies en cas de rupture
de la continuité de la paroi vasculaire par la formation d’un thrombus. Elle comprend 3

phases :

a/ L’hémostase primaire

Une lésion de I’endothélium induit une vasoconstriction locale qui favorise une
interaction plaquettes-sous-endothélium. L’adhésion plaquettaire au sous-endothélium est
rendue possible par le facteur Willebrand (VWF) qui interagit avec une glycoprotéine
membranaire de la plaquette (GPIb) d’une part, et avec le collagéne sous-endothélial d’autre
part (collagéne de type I majoritairement). L'adhésion des plaquettes au sous endothélium
entraine leur activation. Elles changent de morphologie et émettent des pseudopodes d’une
part, et sécrétent des agents constricteurs (sérotonine), et des agents proagrégants
(thromboxane A,, adénosine di-phosphate). La sécrétion d’agents proagrégants permet
I’agrégation plaquettaire, par I’interaction du fibrinogéne (Fg) avec une glycoprotéine
membranaire de la plaquette (GPIIb/Illa). L’activation plaquettaire permet également la
génération de petites quantités de thrombine, qui transforment le Fg en fibrine, ce qui permet

de stabiliser le clou plaquettaire.

b/ La coagulation plasmatique

Elle est initiée par la liaison entre le facteur tissulaire (TF), libéré par le sous-
endothélium, et le facteur VII (FVII), présent naturellement dans le plasma. Ce complexe TF-
FVII active le facteur X (FX) en facteur Xa (FXa), et dans une moindre mesure le facteur IX
(FIX) en facteur IXa (FIXa). Le FXa permet la génération des premiéres traces de thrombine
par activation de la prothrombine (facteur II : FII). Ces traces de thrombine activent le facteur
V (FV) en facteur Va (FVa), le facteur VIII (FVIII) en facteur VIlla (FVIIIa). Puis un

complexe formé avec les FVIIla et FIXa amplifie I’activation du FX en FXa, c’est la voie
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intrinséque. Puis un complexe FXa-FVa appelé prothrombinase permet la persistance et la

propagation de la génération de thrombine.

c/ La fibrinolyse

La fibrinolyse intervient de facon physiologique pour éviter le dépdt excessif de
fibrine et pour tenter de reperméabiliser un vaisseau apres formation d’un thrombus. Le
plasminogene plasmatique est activé en plasmine, essentiellement par 1’activateur tissulaire du
plasminogene (t-PA), lui-méme libéré par 1’endothélium 1és¢€. La plasmine est une enzyme
protéolytique qui va agir sur la fibrine, ce qui va ainsi générer des produits de dégradation de

la fibrine et du Fg (PDF), dont les D-dimeres.

1.3.2.  Exploration de la coagulation plasmatique

Des explorations de I’hémostase sont nécessaires devant une symptomatologie
hémorragique évocatrice, ou devant une situation a risque de troubles de I’hémostase. Les
troubles de la coagulation sont responsables le plus souvent d’hémorragies provoquées,
profondes, a type d’hématomes, d’hémarthroses, d’hématuries, d’hémorragies digestives ou

cérébrales.

a/ Le temps de Quick (TQ)

C’est le temps de coagulation d’un plasma citraté pauvre en plaquettes recalcifié¢ en
présence de thromboplastine. Les résultats sont exprimés en secondes, ou en pourcentage de
I’activité d’un pool de plasmas normaux (taux de prothrombine : TP). Ce test explore la voie
« extrinseque » de la coagulation, c’est-a-dire les facteurs II, V, VII, X et le Fg. Un déficit
quantitatif ou qualitatif en I’un ou plusieurs de ces facteurs entraine un allongement du TQ

proportionnel au déficit.

b/ Le temps de céphaline avec activateur (TCA)

C’est le temps de coagulation d’un plasma citraté pauvre en plaquettes et recalcifié¢ en
présence de céphaline jouant le role de substitut plaquettaire, et d’un activateur de la phase
contact de la coagulation. Les résultats sont exprimés en secondes par rapport a celui d’un

pool de plasmas normaux appelé témoin. Ce test explore la voie « intrinseque » de la
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coagulation : il permet d’identifier un déficit quantitatif ou qualitatif en facteur VIII, IX, et en

facteurs de la phase contact (XI, XII, kalicréine et kininogeéne de haut poids moléculaires).

c/ La mesure du taux de fibrinogéne fonctionnel

C’est un test chronométrique dont le principe repose sur la mesure du temps de
fibrinoformation d’un plasma dilué¢ avec adjonction d’un excés de thrombine. Il existe une

relation linéaire entre le temps de fibrinoformation et le taux de Fg.

d/ La mesure spécifique d’un facteur de la coagulation

Elle est réalisée par un test reposant sur le principe soit du TQ pour les facteurs I, V,
VII et X, soit du TCA pour les facteurs VIII, IX, XI, et XII. Le plasma testé est dilué et
additionné d’un plasma-réactif, sélectivement et complétement dépourvu du facteur a

mesurer.

e/ La recherche d’un anticorps spécifique

Elle est pratiquée lorsqu’il existe un déficit isolé en un facteur de la coagulation.
L’anticorps est mis en €vidence par la non-correction du test de coagulation pratiqué (selon le
facteur déficitaire) lors du mélange du plasma a tester avec un plasma témoin. Les tests

peuvent étre sensibilisés par incubation prolongée des plasmas a 37°C.

1.3.3.  Troubles de I’hémostase et leucémie aigué

Les processus a l’origine des anomalies de I’hémostase existant chez les enfants
présentant une LAL sont multiples. IlIs incluent la maladie elle-méme et les différents
traitements utilisés, notamment la corticothérapie et la L-aspa. La combinaison de ses
différents facteurs aboutit a un état d’hypercoagulabilit¢ a [’origine d’événements
thromboemboliques. Ces complications sont fréquentes, de I’ordre de 5%, et surviennent

majoritairement lors de la phase d’induction du traitement [30].
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a/ Les anomalies de ’hémostase induites par la maladie

elle-méme

Les études sur les troubles de 1’hémostase au diagnostic d’une LAL rapportent que les
taux de la plupart des facteurs de la coagulation et des inhibiteurs sont normaux, sauf ceux du
FVIIL, du VWF et du Fg, qui sont augmentés [31,32]. Leur augmentation peut étre expliquée
par la réponse inflammatoire a la LAL. Il existe également une augmentation des parametres
témoignant de la génération de thrombine (fragment 1 et 2 de la thrombine, fibrinopeptide A,
complexes thrombine-antithrombine III, D-dimeres) [ 33 , 34 ]. Enfin, le VWF, Ia
thrombomoduline et I’inhibiteur de la voie du TF sont augmentés, suggérant une activation de

I’endothélium [35].

b/ Effet de la L-asparaginase sur I’hémostase

La L-aspa est une enzyme d’origine bactérienne qui clive un acide aminé, la L-
asparagine, en acide L-aspartique et ammoniac. Elle entraine une déplétion rapide en
asparagine circulante dans 1’organisme. A I’inverse des cellules normales, les lymphoblastes
malins ne possédent pas d’asparagine synthétase, et sont dépendants d’apport exogeéne pour

leur croissance [36].

La L-aspa interfere avec la syntheése de certaines protéines, induisant un déficit en
différents facteurs procoagulants, en protéines inhibitrices de la coagulation et protéines de la
fibrinolyse. L’antithrombine III (AT III) est la protéine dont le taux est le plus
significativement diminué au court du traitement pas L-aspa [37], mais aucune cause n’a été
trouvée pour expliquer cet effet plus marqué sur les concentrations en AT III par rapport aux

autres protéines de la coagulation.

Au cours, du traitement par L-aspa, il existe également une augmentation des
phospholipides procoagulants (PPL) circulants, dont la présence est indispensable a la
formation des complexes macromoléculaires impliqués dans la cascade de la coagulation [35].

Des Iésions endothéliales sont probablement a 1’origine de ces PPL.
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c/ Impact de la corticothérapie sur ’hémostase

Les études visant a évaluer ’effet de la corticothérapie sur I’hémostase au cours du
traitement des LAL retrouvent les mémes résultats que celles réalisées sur des sujets sains ou

traités pour d’autres pathologies [38].

La corticothérapie augmente les concentrations plasmatiques de certaines protéines de
la coagulation (FVIIL, FII et TF) et déprime la synthese de Fg, de VWF et de plasminogene,
entrainant par 1a un état prothrombotique [39]. Son association a la L-aspa au cours du

traitement des LAL est associée a une élévation du risque thrombotique [40].

d/ Effets des autres thérapeutiques

L’impact des autres types de chimiothérapies sur I’hémostase a été moins étudié¢ que

celui de la L-aspa et la corticothérapie.

La vincristine et la daunorubicine ne semblent pas entrainer de troubles de la
coagulation majeurs au cours du traitement de la LAL [41]. Cependant, la vincristine induit in
vitro une expression forte du TF par des cellules endothéliales [35]. Au cours de I’induction,
il existe une augmentation a plus de 5 fois des valeurs normales du TF, qui peut étre considéré

comme le déclencheur de la cascade de la coagulation [35].

Une étude a évalué les effets du MTX a haute dose (3g/m?) sur les paramétres de
I’hémostase chez des enfants traités pour LAL [42]. Les anomalies mise en évidence
(diminution significative des taux de prothrombine, Fg, protéine C et S, AT III et des PDF)
peuvent é&tre soit directement liées au traitement par MTX, soit étre un effet des

chimiothérapies utilisées au cours des phases précédentes.

1.3.4. Baisse du facteur V

Le facteur V (proaccélérine) est le cofacteur plasmatique du complexe
prothrombinase, qui active la prothrombine en thrombine. Il est synthétisé par le foie. Il
circule sous forme inactive dans le plasma ; environ 20% des stocks de FV se trouvent dans
les granules o des plaquettes. L’origine du FV intraplaquettaire est double: a la fois

endocytose par les plaquettes et synthese par les mégacaryocytes.

Le déficit acquis en FV est en général di a la production d’inhibiteurs du FV, associée

dans 44% de ces cas a l’exposition a la thrombine bovine contenue dans des colles
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biologiques (retirées du marché en France), ou suite a un geste chirurgical dans 23% des cas,
ou idiopathique pour 19% des cas. Les autres étiologies d’anticorps anti-FV sont les
pathologies malignes (majoritairement des hémopathies), les maladies auto-immunes, les

transfusions, le post-partum et I’utilisation de certains antibiotiques (aminosides) [43,44].

Il existe un déficit en FV dans les pathologies affectant les fonctions de synthese du
foie : hépatite aigiie, hépatite chronique, cirrhose hépatique. Il existe également une baisse
parallele, a un degré similaire, des autres facteurs du complexe prothrombinique (facteur II,
VII et X) et du FIX, ainsi que des inhibiteurs de la coagulation (ATIII, protéine C, protéine S)
[45]. L’existence d’une splénomégalie associée peut entrainer une baisse préférentielle du FV

par coagulopathie de consommation [46].
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2. Patients et méthodes

2.1. Patients

Soixante-deux nouveaux patients ont été pris en charge pour une LAL, dans le service
d’immuno-hématologie et oncologie pédiatrique de Rouen, entre le 1% janvier 2007 et le 31
décembre 2011. Trente patients ont été traités dans le protocole FRALLE 2000-BT, 11
patients pour une LAL de la lignée T, et 19 pour une LAL de la lignée B. Vingt-neuf patients
ont été traités dans le protocole FRALLE 2000-A. Deux patients ont €té traités selon le
protocole EsSPHALL pour une LAL de la lignée B avec translocation 9-21, et un patient de
moins de 1 an a été traité selon le protocole INTERFANT 06.

Nous rapportons ’observation de 3 patients chez qui un déficit en FV de la
coagulation en cours de traitement d’entretien a été mis en évidence. Nous présenterons
d’abord I’anamnése et le diagnostic pour chaque patient, puis le traitement par chimiothérapie
recu. Nous décrirons ensuite les traitements de soutien apportés lors de la chimiothérapie,
notamment les produits dérivés du sang et les produits sanguins labiles, qui peuvent
influencer les bilans d’hémostase. Le traitement d’entretien sera détaillé, notamment les
posologies du traitement, ainsi que les raisons des variations de posologie. Enfin nous
décrirons les troubles de 1’hémostase retrouvés chez les patients, ainsi que les autres troubles

biologiques associés.

2.2. Analyse statistique

Nous étudierons pour chacun des 3 patients I’imputabilité, du 6-MP et du MTX, sur le
déficiten FV.
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L’imputabilité est I’évaluation clinique systématisée du lien causal susceptible
d’exister entre un événement indésirable et I’administration d’un médicament. Elle est
¢valuable par 3 approches : le jugement d’expert, les algorithmes et la méthode probabiliste
(théoreme de Bayes). Le jugement d’expert et la méthode probabiliste ne sont pas applicables

a ce travail. Nous utiliserons 2 algorithmes.

L’algorithme de Naranjo [47] est composé d’une série de 10 questions, dont les
réponses sont pondérées et s’additionnent pour obtenir un score d’imputabilité¢ a 4 degrés :

certain, probable, possible, improbable (cf. Annexe 3).

La méthode francaise d’imputabilité a été publiée en 1978 et réactualisée en 1985 [48].
Elle est actuellement utilisée en France par les centres régionaux de pharmacovigilance,

comme méthode de référence [49].

Cette méthode distingue I’imputabilité intrinseque, qui ne concerne que le cas
clinique, de I’'imputabilité¢ extrinseéque, qui est fondée sur les données bibliographiques.
L’imputabilité intrinséque est basée sur I’évaluation de sept critéres combinés dans deux
tables de décision (criteres chronologiques et sémiologiques). On obtient un score
d’imputabilité a 5 degrés : trés vraisemblable, vraisemblable, plausible, douteux, paraissant

exclu (cf. Annexe 4).
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3. Résultats

3.1. Patient n°1

3.1.1.  Diagnostic

Il s’agit d’une fille agée de 14 ans et 10 mois au diagnostic. Elle n’avait pas
d’antécédents médicaux particuliers. Elle a présenté une asthénie et une anorexie associée a
de la fievre et une paleur, qui I’ont conduite a consulter aux urgences pédiatriques en mai
2010. L’examen clinique retrouvait une paleur, pas de point d’appel infectieux, pas de
syndrome hémorragique, un syndrome tumoral restreint & une polyadénopathie cervicale. Le

reste de I’examen clinique était sans particularité.

I existait a I’hémogramme une bicytopénie avec une anémie (taux d’hémoglobine :
Hb 6,1 g/dl) arégénérative (réticulocytes 35 G/l), et une leuco-neutropénie a 1,4 G/1 (PNN
0,32 G/1), associée a une infiltration blastique sanguine (0,42 G/l). Un envahissement
médullaire par des blastes (90%) ¢était retrouvé au myélogramme. Leur étude
immunophénotypique permettait de conclure a une LAL commune B, correspondant au stade
II de maturation. Le caryotype sur moelle était normal, et la recherche en biologie moléculaire
des transcrits de fusion les plus fréquents était négative. Le bilan d’extension était négatif : il
n’y avait pas d’atteinte méningée a la ponction lombaire et la radiographie thoracique était

normale.

Les sérologies des hépatites virales étaient négatives. Les sérologies, de méme que la

charge virale EBV, étaient positives.
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3.1.2. Traitement recu

La patiente a été traitée selon le protocole FRALLE 2000 BT (cf. Annexe 2).

a/ Phases initiales intensives

La préphase a été débutée le 02/06/2010, la patiente était corticosensible, puis
chimiosensible. L’induction a été poursuivie dans le groupe Bl. Le calendrier de traitement

est résumé dans le tableau V.

Tableau V : Calendrier de chimiothérapie du patient n°1.

Induction J1:02/06/2010
J35:06/07/2010
Consolidation J1:08/07/2010
J49 :29/08/2010
Intensification n°1 J1:06/09/2010
J49 : 24/10/2010
Interphase J1:05/11/2010
J49 : 23/12/2010
Intensification n°2 J1:30/12/2010

J49 :16/02/2011

b/ Traitement d’entretien

Il a été débuté le 10/03/2011, & dose standard, ¢’est-a-dire 6-MP a 75 mg/m?/j en une
prise quotidienne et MTX a 25 mg/m*/semaine en une prise hebdomadaire, associée aux

réinductions mensuelles.

Le traitement a été arrété le 14/04/2011 devant un tableau clinique associant asthénie,
nausées et douleurs abdominales, ainsi qu'une cytolyse hépatique (ALAT entre 5 et 10 fois la
normale supérieure), un ictere (bilirubine totale a 61 umol/l) et une baisse du TP (60%) et des
facteurs V (33%) et VII (52%). Une échographie abdominale n’a pas retrouvé d’anomalie
hépatique, la recherche d’infection virale était négative (HBV, HCV, EBV, CMV), la
paracétamolémie était négative. La 6-MP et le MTX ont été repris aprés 3 semaines d’arrét (3°
réinduction), respectivement a 65 mg/m?/j et 13 mg/m*/semaine, devant une normalisation du
TP et du taux de transaminases, sans que la cause des anomalies soit clairement identifiée. Le

MTX a été repris a demi-dose devant I’hypothese de sa responsabilité.
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Au 4° mois de traitement (03/06/2011), soit un mois aprés sa reprise, les doses de 6-
MP et de MTX ont été¢ diminudes a nouveau de moitié, respectivement a 35 mg/m?/j et 8
mg/mz/semaine, devant une baisse du TP (59%) et du FV (24%), sans atteinte des autres
facteurs du complexe prothrombinique, sans cytolyse ni cholestase hépatique. Une

neutropénie a 0,9 G/1 était associée.

Apres cette nouvelle diminution du traitement, on a observé une normalisation du TP
(81%) et du FV (76%) au bout de 15 jours. Des soins dentaires avec avulsion ont été pratiqués

lors de cette période, sans complication hémorragique. La neutropénie persistait néanmoins.

Les doses de 6-MP et de MTX ont été augmentées a la 2° semaine du 5° mois,
respectivement & 70 mg/m?/j et 13 mg/m*/semaine, devant la stabilité du bilan hépatique et du

TP, et la correction de la neutropénie.

Trois semaines apres cette augmentation de posologie, le traitement a été arrété devant
une baisse du TP (52%) et du FV (28%), associée a une neutropénie a 0,75 G/l. Un dosage
des métabolites de la 6-MP a été réalisé simultanément. Il a été retrouvé un taux de 6-MMPN
a 14935 pmol/8.10° érythrocytes, et un taux de 6-TGN a 368 pmol/8.10° érythrocytes. Aprés
une semaine d’arrét, le traitement a été repris a4 33 mg/m?/j pour la 6-MP et 11 mg/m*/semaine

pour le MTX.

Au 7° mois de traitement d’entretien, les posologies de 6-MP et MTX ont été
augmentées respectivement 4 40 mg/m’/j et 15 mg/m?/semaine, puis maintenues, sans

anomalies de I’hémostase. La surveillance hebdomadaire comprenait NFS, ALAT et TP.

Au début du 9° mois, la 6-MP a été interrompue une semaine, sans arréter le MTX,
devant une baisse modérée du TP a 60% sans autre anomalie. Le TP était normalisé une

semaine aprés et la 6-MP a été reprise a 40mg/m?/j.

Par la suite, le traitement a été maintenu 4 40 mg/m?/j de 6-MP et 15mg/m?*/semaine de
MTX sans baisse du TP. La 6-MP a cependant été interrompue a 2 reprises pendant de courtes

périodes d’une semaine, en raison d’épisodes de neutropénie.

c/ Traitements de soutien

Au cours du traitement par chimiothérapie, la patiente n°l a également recu des

médicaments dérivés du sang comme la rasburicase (Fasturtec™) lors de la préphase, de
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I’amphotéricine B (Ambisome®) lors le la consolidation. Elle a recue une antibiothérapie par
ceftazidime lors de la consolidation. Enfin, elle a recu des produits sanguins labiles, a savoir :
. 4 poches de plasma frais congelé (PFC), dont le dernier le 09/09/2010, lors du
traitement par L-aspa de I’intensification n°1,
° 2 CPA, dont le dernier le 10/02/2011, lors de I’intensification n°2,
o plusieurs culots érythrocytaires, dont le dernier le 15/02/2011, également lors

de I’intensification n°2.

3.1.3. Trouble de I’hémostase

Le bilan d’hémostase au diagnostic de la LAL comportait un TP a 72%, sans
exploration des facteurs du complexe prothrombinique. Le premier dosage des facteurs II, V,
VII et X a été réalisé en cours d’induction, aprés administration au patient de PFC ; les

facteurs étaient alors normaux, mais non interprétables.

Lors de la phase de consolidation, un dosage du TP avait été réalisé apres 2 semaines

de 6-MP a 50 mg/m?/j, il était normal.

A la 7° semaine du début du traitement d’entretien, il est apparu une baisse du TP
(60%) résultant d’une baisse des facteurs V (33%) et VII (52%). Le TP s’était normalisé au
bout de 6 jours, en commencgant par la normalisation du FVIL. Lors des autres épisodes
ultérieurs de baisse du TP, le FV était systématiquement bas, alors que le FVII était

inconstamment abaissé, et jamais au dessous de 50%.

Le bilan d’exploration a comporté une recherche d’inhibiteur, sur TCA sensibilisé et
sur temps de thromboplastine diluée, une recherche d’inhibiteur spécifique anti-FV, un dosage
des facteurs VIII, IX, XI et XII par méthode chronométrique, la recherche d’une CIVD. Ces
bilans étaient réalisés de fagon contemporaine a la baisse du FV. Ces explorations sont
revenues négatives, en dehors des PDF plasmatiques faiblement positifs (5 pg/ml) lors d’un
épisode, mais avec des complexes solubles négatifs, et du dosage du facteur XII bas a 2
reprises : 40 et 55% (normale supérieure a 70%). Il n’y a jamais eu de signes hémorragiques

cliniques.

Le TP et le FV ont été dosés chez les 2 patients du patient n°1, et étaient normaux, ce

qui rend peu probable une atteinte constitutionnelle.
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3.1.4. Imputabilit¢é médicamenteuse

L’imputabilité de la 6-MP dans la baisse du FV est selon I’algorithme de Naranjo :

certaine, et selon la méthode francaise : trés vraisemblable.

L’imputabilit¢ du MTX dans la baisse du FV est selon 1’algorithme de Naranjo :

probable, et selon la méthode frangaise : vraisemblable.

3.2. Patient n°2

3.2.1.  Diagnostic

Il s’agit d’un garcon de 11 ans ayant pour antécédent une maladie de Lyme en phase
primaire traitée en 2010. I1 présentait une obésité (indice de masse corporelle 26,5 kg/mz). Ila
présenté une asthénie, une paleur, un essoufflement puis une fievre, évoluant depuis 3
semaines, ayant conduit a la réalisation d’un hémogramme. L’examen clinique retrouvait un
syndrome anémique (paleur cutanéo-muqueuse, asthénie), un syndrome hémorragique
(pétéchies cutanées), un syndrome tumoral (adénopathies inguinales droites et cervicales
droites, splénomégalie modérée). Il n’y avait pas cliniquement d’atteinte testiculaire ni

neurologique.

I1 existait une bicytopénie (anémie avec Hb a 8,3 g/dl, thrombopénie a 46 G/1) associée
a une hyperleucocytose a 229 G/l composée majoritairement par des blastes (209 G/1). Une
infiltration blastique médullaire était retrouvée au myélogramme (90%). Ces blastes avaient
un immunophénotypage lymphoide commun B (stade II de maturation). Le caryotype était
masculin comportant un clone pathologique et caractérisé par une délétion 9p et acquisition
secondaire d'une translocation 1-20 ; la recherche en biologie moléculaire des transcrits de
fusion les plus fréquents était négative. Le bilan d’extension était négatif : il n’y avait pas

d’atteinte méningge et la radiographie thoracique était normale.

3.2.2. Traitement recu

Le patient a été traité selon le protocole FRALLE 2000 BT (cf. Annexe 2).
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a/ Phases initiales intensives

La préphase a ¢ét¢ débutée le 28/01/2011, le patient était corticosensible, puis
chimiosensible. L’induction a été poursuivie dans le groupe Bl. Le calendrier de traitement

est résumé dans le tableau VI.

Tableau VI : Calendrier de chimiothérapie du patient n°2.

Induction J1:28/01/2011
J35:03/03/2011
Consolidation J1:10/03/2011
J49 : 27/04/2011
Intensification n°1 J1:05/05/2011
J49 : 23/06/2011
Interphase J1:06/07/2011
J49 : 23/08/2011
Intensification n°2 J1:01/09/2011

J49 : 19/10/2011

b/ Traitement d’entretien

1l a été débuté le 03/11/2011 a dose standard, c’est-a-dire 6-MP a 75 mg/m?/j en une
prise quotidienne et MTX a 25 mg/m*/semaine en une prise hebdomadaire, associée au

réinduction mensuelle.

Le patient n°2 a re¢u une demie dose de 6-MP et de MTX pendant la derniére semaine
du 3° mois lunaire de traitement devant une neutropénie, puis repris a pleine dose, aprés

correction de la neutropénie.

Au début du 6° mois de traitement d’entretien, la 6-MP a été arrétée seule devant une
baisse du TP (59%) et des facteurs du complexe prothrombinique (FII: 75% ; FV : 47% ;
FVIL: 61% ; FX : 56%), avec une cytolyse hépatique modérée (ALAT a 157 UI/l). Un dosage
des métabolites de la 6-MP a été réalisé simultanément. Il a été retrouvé un taux de 6-MMPN
a 27184 pmol/8.10° érythrocytes, et un taux de 6-TGN a 624 pmol/8.10° érythrocytes. Aprés
une semaine d’arrét, la 6-MP a été reprise a demi-dose, ¢’est-a-dire 36 mg/m?/j, sans récidive

d’anomalie d’hémostase par la suite.
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c/ Traitements de soutien

Le patient n°2 a regu de la rasburicase lors de la préphase.

11 a également recu des produits sanguins labiles :

. plusieurs PFC, dont le dernier lors de I’intensification n°2 pour les injections
de L-aspa,

o plusieurs CGR, dont le dernier a 3 semaines du début du traitement d’entretien,
o plusieurs CPA, dont le dernier lors de I’induction.

3.2.3. Trouble de I’hémostase

Au diagnostic du patient n°2, il existait des perturbations du bilan d’hémostase avec
une baisse du TP (53%) et des facteurs du complexe prothrombinique (FII : 56% ; FV : 39% ;
FVIL: 64% ; FX : 65%), sans baisse du Fg (a 3,48 g/l), sans stigmates de CIVD. Pendant
I’induction, il existait fréquemment un TP bas sous L-aspa, pour lequel le patient n°2 a recu
des PFC. En début de consolidation, le TP était normal, mais il était abaissé (65%) a J1 de
I’intensification n°1(le 05/05/2011), alors que la consolidation ne comportait pas de L-aspa,
mais de la 6-MP a 50 mg/m?/j de J29 a J49 (du 07 au 27/04/2011). La phase d’intensification
n°1 a comporté des baisses du TP, imputée aux injections de L-aspa. En début d’interphase, le
TP était normal, mais il était abaissé (66%) a J1 de I’intensification n°2, alors que I’interphase

précédente ne comportait pas de L-aspa, mais de la 6-MP a 50 mg/m?/j de J1 a J49.

Il existait apres un mois du début du traitement d’entretien une baisse du TP a 50%,
associée a une cytolyse hépatique (ASAT a 248 Ul/l). Le TP et la cytolyse hépatique s’¢taient
corrigés une semaine apres la baisse du traitement (6-MP et MTX) a demi-dose pour une
neutropénie. Au 6° mois du traitement d’entretien, on retrouvait une baisse du TP a 59% et
des facteurs du complexe prothrombinique (FII : 75% ; FV : 47% ; FVIL: 61% ; FX : 56%),
avec une cytolyse hépatique modérée (ALAT a 157 UI/I). 1l n’y avait pas de signes
hémorragiques cliniques. La correction a été totale aprés une semaine d’arrét de la 6-MP. La
reprise de la 6-MP a 36 mg/m?/j n’a pas entrainé de nouvelles baisses du TP, alors qu’il a été

observé des épisodes de cytolyse hépatique parfois importante (ALAT a 393 UI/l).
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3.2.4. Imputabilit¢ médicamenteuse

L’imputabilité de la 6-MP dans la baisse du FV est selon I’algorithme de Naranjo :

certaine, et selon la méthode francaise : trés vraisemblable.

L’imputabilit¢ du MTX dans la baisse du FV est selon 1’algorithme de Naranjo :

possible, et selon la méthode francaise : douteuse.

3.3. Patient n°3

3.3.1.  Diagnostic

Il s’agit d’un gargon de 7 ans sans antécédent, qui a présenté une primo-infection EBV
symptomatique a type de fievre et polyadénopathie cervicale. Il existait une neutropénie lors
de I’épisode, persistant a 3 semaines d’évolution, pour laquelle il a été adressé en consultation
d’hématologie pédiatrique. L’examen clinique ne retrouvait pas de signe fonctionnel, il y
avait un syndrome tumoral avec adénopathies cervicales bilatérales, hépato- et splénomégalie.
L’examen neurologique et testiculaire était normal. Il existait une infiltration blastique
sanguine (1,58 G/I) sans cytopénie. Le myélogramme retrouve une infiltration blastique a
82%, d’immunophénotype lymphoide commun B (stade II de maturation). Le caryotype est
masculin comportant un clone pathologique hyperdiploide avec 56 chromosomes. L’étude en
biologie moléculaire ne retrouve pas de transcrits de fusion des LAL. Il n’existait pas
d’atteinte méningée a 1’analyse du LCR, et pas d’élargissement du médiastin a la radiographie

du thorax.

3.3.2. Traitement recu

Le patient est traité selon le protocole FRALLE 2000 A (cf. Annexe 1).

a/ Phases initiales intensives

La préphase est débutée le 01/10/2010, le patient est corticosensible, puis
chimiosensible. L’induction a ¢été poursuivie dans le groupe A1/A2. Le calendrier de

traitement est résumé dans le tableau VII.
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Tableau VII : Calendrier de chimiothérapie du patient n°3.

Induction J1:01/10/2010
J35:04/11/2010
Consolidation J1:08/11/2010
J84 :30/01/2011
Intensification n°1 J1:31/01/2011
J49 : 20/03/2011
Interphase J1:28/03/2011
J56 :22/05/2011
Intensification n°2 J1:06/06/2011

J35:10/07/2011

b/ Traitement d’entretien

1l a débuté le 27/07/2011. La posologie de 6-MP a été diminuée a 46 mg/m?/j au début
du 7° mois de traitement devant une baisse du TP a 63% et du FV a 54%, associée a une

cytolyse hépatique (ALAT a 188 UI/I).

Au 8° mois de traitement d’entretien, la posologie de la 6-MP a été diminuée a 26
mg/m?/j devant une neutropénie a 1,1 G/L. par la suite, la posologic de la 6-MP a été

augmentée a 46 puis 55 mg/m”/j devant I’absence de toxicité biologique.

c/ Traitements de soutien

Le patient n°3 a regu de la rasburicase lors de la préphase.

I1 a également regu des produits sanguins labiles :

° 6 PFC, dont le dernier lors de 1’induction,

° plusieurs CGR, dont le dernier lors de I’intensification n°1 (14/03/2011),
. plusieurs CPA, dont le dernier lors de I’induction (14/10/2010).

3.3.3. Trouble de I’hémostase

Lors des phases de chimiothérapie intensive, il n’a pas été retrouvé de TP abaissé, il
n’y avait pas eu de dosage des facteurs du complexe prothrombinique. Aprés 5 mois de
traitement d’entretien, il existait une cytolyse hépatique avec les ALAT augmentées au
maximum a 325 UV, pour lequel un dosage des métabolites de la 6-MP a été réalisé : il était

retrouvé un taux de 6-MMPN a 17914 pmol/8.10® érythrocytes, et un taux de 6-TGN a 418

-37-



pmol/8.10° érythrocytes. Il n’y avait pas eu de bilan d’hémostase a ce moment-la. Au 8° mois
du traitement d’entretien, il existait une baisse du TP a 63% et du FV a 54%, les facteurs II,
VII et X n’avaient pas été dosés. Il s’y associait une cytolyse hépatique (ALAT a 188 UI/1). Il
n’y avait pas de signes cliniques hémorragiques. La posologie de la 6-MP avait alors été
diminuée & 46 mg/m?/j, et aprés une semaine, le FV était remonté a 90%, mais le TP restait
toujours bas a 68%, et les métabolites de la 6-MP toujours augmentés (6-MMPN a 22852
pmol/8.10% érythrocytes, 6-TGN a 737 pmol/8.10° érythrocytes). Un mois aprés, le TP s’était
normalisé (90%), il n’existait plus de cytolyse hépatique (ALAT a 43 UL/) et les métabolites
de la 6-MP avaient diminués (6-MMPN a 378 pmol/8.10° érythrocytes, 6-TGN inférieur a
133 pmol/8.10° érythrocytes).

3.3.4. Imputabilité médicamenteuse

L’imputabilité de la 6-MP dans la baisse du FV est selon I’algorithme de Naranjo :

probable, et selon la méthode francaise : plausible.

L’imputabilit¢ du MTX dans la baisse du FV est selon 1’algorithme de Naranjo :

possible, et selon la méthode francaise : douteuse.
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4. Discussion

4.1. Rappel et critique des résultats

Parmi les 62 patients traités sur une période de 5 ans pour LAL dans le service, un
petit nombre d’entre eux ont eu un bilan d’hémostase en cours de traitement d’entretien. On
peut donc supposer que les 3 cas cliniques présentés dans ce travail ne sont pas représentatifs
de la fréquence de déficit en FV en cours de traitement d’entretien. De plus, le TP est
approximativement la moyenne des activités des facteurs du complexe prothrombinique. Cela
signifie qu’un TP peut étre normal, c’est-a-dire supérieur a 80%, alors que le FV est abaissé,
si les autres facteurs (II, VII et X) sont normaux. Cette donnée montre que des patients ont pu

ne pas étre dépistés uniquement par un TP.

Au travers de ces 3 cas cliniques de LAL de I’enfant traités dans le protocole FRALLE
2000, on observe I’apparition de trouble de I’hémostase lors du traitement d’entretien. Selon
les observations, ces troubles se sont manifestés par une baisse du TP et systématiquement du
FV. 1l pouvait s’y associer une baisse du FVII, ou des facteurs II, VII et X. Néanmoins chez

un patient, lors de certains épisodes de baisse du TP, le FV était seul abaissé.

On a observé moins d’épisodes de trouble de 1’hémostase lors du traitement
d’entretien chez les patients n°2 et 3, car les patients sont présentés ici dans [’ordre
chronologique de prise en charge dans le service, et I’expérience des médecins du service au
travers du patient n°1 a permis rapidement la réduction de posologie de la 6-MP lors de

I’apparition de ces troubles chez les patients n°2 et 3.

L’imputabilité médicamenteuse dans la baisse du FV nous montre une réaction a la 6-

MP certaine (méthode de Naranjo) ou treés vraisemblable (méthode francaise) dans 2 cas

-39-



(patients n°1 et 2) et probable (méthode de Naranjo) ou plausible (méthode francaise) dans le
dernier cas (patient n°3). Le degré d’imputabilité pour la 6-MP est plus fort que pour le MTX
puisque pour ce dernier, la réaction est probable (méthode de Naranjo) ou vraisemblable
(méthode frangaise) dans un cas (patient n°1) et possible (méthode de Naranjo) ou douteuse

(méthode francaise) pour des 2 autres cas (patients n°2 et 3).

Le patient n°2 a également présenté des TP abaissés a 65% au premier jour de chacune
des 2 intensifications, alors qu’il avait re¢u 3 semaines (en phase de consolidation) et 7
semaines (en interphase) de 6-MP a la dose de 50 mg/m?/j. Ces anomalies n’avaient pas été

explorées ; on peut cependant suspecter un déficit en FV induit par la 6-MP.

Les épisodes de déficit en FV sont survenus, pour certains, en présence d’une cytolyse
hépatique, mais d’autres épisodes de déficit en FV sont survenus sans aucune cytolyse
hépatique. Inversement, des épisodes de cytolyse hépatique sont survenus en 1’absence de

déficit en FV.

4.2. Comparaison avec les données de la littérature

Vignand et al. [50] ont rapporté le cas d’un enfant traité pour LAL, qui a présenté
plusieurs épisodes de baisse du TP et du FV en cours de traitement de consolidation,
comportant vincristine, dexamethasone, MTX per os a 25 mg/m?/semaine et 6-MP a 75
mg/m?/j. La diminution des doses de 6-MP & 50 mg/m?/j permettait la correction de ces
troubles. Il s’y associait un taux subnormal de FVII, et une augmentation modérée des ALAT.
Les taux de FII et de Fg étaient normaux, de méme que 1’albuminémie et la y-glutamyl
transpeptidase. Les recherches de déficit congénital en FV, d’anticorps anti-FV, de CIVD

¢taient négatives. L’activité de la TPMT était normale.

Poupeney et al. [51] ont décrit 5 patientes traitées par 6-MP ou AZA pour une maladie
de Crohn ou une rectocolite hémorragique. Ces patientes ont développé 3 a 15 mois apres le
début du traitement une baisse du TP et du FV. Ces troubles étaient isolés, sans baisse des
autres facteurs du complexe prothrombinique, sans cytolyse ni cholestase hépatique, sans
ictere. Les 6-TGN ont été dosés pour 2 patientes et les 6-MMPN pour 1 patiente, ils étaient

normaux. Il n’a pas été retrouvé d’anticorps anti-FV.

Arico et al. [52] ont pratiqué des TQ chez 45 enfants en cours de traitement d’entretien
de LAL. Parmi eux, 17 enfants avaient épisodiquement un TQ allongé, et ont été explorés par

les tests de laboratoire suivant : TP, TCA, temps de venin de vipére Russel (TVVR : dépistant
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la présence d’anticorps anti-phospholipides, et explorant I’activation du FX), recherche
d’inhibiteur par TCA et TVVR sur mélange des plasmas témoin et malade, dosages de
I’activité des facteurs II, V, VII, X, Fg et AT III. Ils mettaient en évidence une baisse
significative de ’activité du FVII, et un allongement significatif du TVVR. Il n’y avait pas de
différence entre les patients et les contrdles pour le FV, mais 1’activité moyenne du FV chez
les contrdles était de 55%. Ces valeurs de FV chez les controles témoignent d’une mauvaise
conservation des plasmas, et la différence entre patients et contrdles pour le FV peut ainsi ne
pas étre mise en évidence. Les auteurs expliquaient la baisse du FVII et I’allongement du

TVVR chez les patients par un défaut d’absorption ou d’utilisation de la vitamine K.

Pereira et al. [53] rapportent le cas d’une patiente qui a présenté un déficit en FV au
cours d’un traitement par 6-MP pour une LAL ; le traitement avait été poursuivi malgré cette

anomalie du bilan de coagulation, sans anomalie du bilan hépatique.

4.3. Recherche d’un mécanisme d’action

Pour ces 3 observations, la baisse du TP et du FV semble étre liée a la 6-MP. Ces
troubles de la coagulation se corrigeaient par diminution de la posologie de la 6-MP. Chez ces
3 patients, un taux réputé hépatotoxique de 6-MMPN a été retrouvé concomitant aux troubles
de I’hémostase. On peut supposer que cette toxicité est liée aux 6-MMPN, et que les 3
patients ont une activit¢ TPMT élevée. Néanmoins, chez le patient n°3, le FV s’était corrigé
alors que le taux de 6-MMPN était encore €levé. De méme, un taux élevé de 6-MMPN serait
corrélé a la fois a une cytolyse hépatique et une baisse du FV, alors que ces 2 types de toxicité

n’étaient forcément associés, notamment chez le patient n°1.

La dissociation des épisodes de déficit en FV et des €pisodes de cytolyse hépatique,
ainsi que le déficit préférentiel en FV et I’atteinte inconstante des aux facteurs du complexe
prothrombinique, portent a penser que le déficit en FV ne releve pas d’un syndrome classique

d’atteinte hépatique (cytolyse hépatique, cholestase, insuffisance hépatocellulaire).

Les traitements de soutien de chacun des 3 patients ont été relevés, car il est décrit des
anticorps neutralisant anti-FV, associés a des hémopathies malignes, a des transfusions et a
des produits dérivés du sang [43,44]. L’existence d’un tel anticorps est peut probable, car la
chronologie entre I’exposition aux produits dérivés du sang (rasburicase, amphotéricine B), ou
aux produits sanguins labiles (CPA, PFC et culots érythrocytaires), et I’apparition du déficit
en FV est peu évocatrice. De plus, I’effet d’un tel anticorps serait soit permanent, soit présent

lors de I’administration de la 6-MP, quelque-soit la posologie.
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La recherche d’une coagulopathie de consommation a été recherchée chez le patient
n°l : seuls les PDF étaient légerement positifs, le reste du bilan n’orientait pas vers cette
étiologie : taux de Fg et de FVIII normaux, complexes solubles négatifs, taux de plaquettes

normal. Cette étiologie semble donc peu probable.

Vignand et al.[50], d’une part, et Poupeney et al.[51], d’autre part, s’appuient sur le
travail de Hyslop et Jardine pour expliquer cette toxicité des thiopurines : ces derniers ont
montré in vivo chez le rat et le lapin que les 6-thiopurines étaient liées a des protéines
majoritairement au niveau du foie, de la rate et de I’intestin. La fraction cellulaire contenant le
plus de protéines liées aux 6-thiopurines était celle microsomale. La liaison aux protéines
microsomales hépatiques €tait augmentée chez les rats nourris avec un régime sans protéines,
dans le but de diminuer la concentration de glutathion hépatocellulaire. Hyslop et Jardine ont
étendu leurs recherches in vitro, en montrant qu’il existait une liaison irréversible d'un
métabolite de la 6-thiopurine avec des protéines hépatiques. La liaison protéique survenait
dans les microsomes hépatiques du rat, du hamster, du lapin, du porc et de ’homme, en
présence de NADPH et d’oxygene. Le cytochrome P-450 interviendrait dans 1'activation du 6-
thiopurine en un métabolite réactif chimiquement (figure 2). Ceci a ét¢ démontré par
I’utilisation de divers inhibiteurs du cytochrome P-450, qui diminuaient la concentration de
protéines liées aux 6-thiopurines, et par l’utilisation d’un inducteur, le phénobarbital, qui
augmentait cette concentration. La liaison du métabolite semble étre un pont disulfure entre
I’acide 6-sulfénique purine et des thiols protéiques. En présence de thiols comme le
glutathion, la liaison irréversible entre les protéines et les 6-thiopurines a été inhibée chez le

rat et le lapin [54,55].
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Figure 2 : Mécanisme d’activation de la 6-thiopurine, de la liaison aux protéines, et de la
protection par le glutathion, proposé par Hyslop et Jardine [54]. GSSG : glutathion oxydé.
GSH : glutathion réduit.
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Des études ont trouvé que la 6-MP intervenait dans des voies de signalisation

intracellulaire :

L’ornithine décarboxylase (ODC) est une enzyme nécessaire a la synthése des
polyamines. Cette voie est importante dans les phénomenes de croissance et de différenciation
cellulaires, par régulation de la transcription et de la réplication de I’ADN, et de la traduction
de I’ARN. Le facteur de croissance neural (NGF) joue un rdle majeur dans la croissance et la
différenciation des neurones, en induisant 1’expression de I’ODC. La 6-MP, ainsi que d’autres
analogues des purines, inhibent I’expression de ’ODC par inhibition de protéines kinases

associées aux récepteurs du NGF [56,57].

Le récepteur nucléaire orphelin NOR-1 appartient a la famille des récepteurs
hormonaux nucléaires. Ces derniers sont impliqués dans la prolifération, la différenciation,

I’apoptose cellulaires, en activant I’expression de certains genes. Ils sont composés d’un
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domaine d’activation, d’un domaine de liaison a I’ADN, et d’un domaine de liaison a un
ligand. Le domaine d’activation de certains récepteurs nucléaires proches de NOR-1, peut étre
régulé par une protéine kinase A dépendante de I’adénosine monophophate (AMP) cyclique.
La 6-MP régule d’activité de NOR-1, par un mécanisme faisant intervenir le domaine
d’activation de NOR-1. Il semble trés probable que les 6-MMPN, par leur inhibition de la
synthése de novo des purines, réduisent le pool cellulaire en AMP notamment, et inhibe ainsi

la protéine kinase A AMP cyclique-dépendante [58].

Le FV est sécrété aprés modification d’un pré-propeptide en une protéine de 2196
acides aminés. La molécule est composée de domaines A tripliqués, un domaine B, et de
domaines C dupliqués. Les domaines A sont homologues a ceux du facteur VIII. Le domaine
B est peu conservé entre les facteurs V des différentes especes. Il est libéré sou forme de 2
fragments lors de I’activation du FV en FVa, par la thrombine et le FXa, qui ont une activité

protéase [59].

La molécule du facteur V subit plusieurs modifications post-traductionnelles, dont la
sulfatation, la phosphorylation, la glycosylation, et la création de ponts disulfures. Plusieurs
agents exogenes peuvent conduire a 1’inhibition de la sécrétion du FV, ou a une diminution de
son activité. L'inhibition de la sulfatation de résidus tyrosines par de chlorate de sodium induit
la sécrétion du FV dont I’activité est réduite a 1/5 de celle du FV normal, par diminution de
son activation par la thrombine, et par diminution de son activité intrinséque [60]. De méme,
la glysolylation de résidus asparagines semble importante, puisque la tunicamycine, un
inhibiteur de la N-glycosylation, inhibe la sécrétion du FV [61]. La phosphorylation de
résidus sérines, induite par 2 types de protéines kinases, intervient dans 1’activation du FV en
FVa, et dans I’inactivation du FVa par la protéine C activée [62]. La molécule de FV présente
également 7 ponts disulfures entres des résidus cystéines, formant 3 types de boucles (3
boucles alpha, 2 boucles béta, 2 boucles gamma). Cinq résidus cystéines sont libres, dont I’un

en position 539 semble tres réactif [59].
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Figure 3 : Schéma de I'organisation de la molécule de facteur V humain.

Les fleches du haut représentent les sites d'activation par clivages par la thrombine et le
facteur Xa. Les fleches du bas indiquent les sites d’inactivation par clivage par la protéine C
activée et la plasmine. Les positions de modifications post-traductionnelles sont également
indiquées. D’apres Mann et al. [59].
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Aux vues des éléments apportés par Hyslop et Jardine a propos de I’existence d’une
liaison irréversible d’un métabolite de la thiopurine a des protéines microsomales, de la
complexité des modifications post-traductionnelles du FV, et 1’action de la 6-MP dans les
voies de signalisation par inhibition de protéines kinases, on peut établir des hypothéses sur le
mécanisme du déficit en FV :

. Les 6-MMPN pourraient inhiber une enzyme impliquée dans une étape des
modifications post-traductionnelles du FV, lorsqu’ils sont a des concentrations élevés,
comme chez lez 3 patients de notre travail. On sait que les 6-MMPN inhibent la
phosphoribosylaminotransférase, premiére enzyme impliquée dans la purinosynthese ;
ces métabolites pourraient également inhiber une autre enzyme, impliquée dans les
modifications post-traductionnelles du FV, notamment une enzyme a activité protéine
kinase.

. L’acide 6-sulfénique-purine pourrait se lier a une enzyme impliquée dans une

¢tape des modifications post-traductionnelles du FV, et I’inhiber.

o L’acide 6-sulfénique-purine pourrait se lier de fagon irréversible aux résidus

cystéines du FV, soit a ceux impliqués dans des ponts disulfures et ainsi altérer la
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structure tertiaire de la molécule de FV, soit aux résidus libres et inhiber 1’activation
ou I’activité du FV.

. L’acide 6-sulfénique-purine pourrait se lier au glutathion, et ainsi diminuer les
réserves en glutathion intracellulaire, cofacteur nécessaire a certaines enzymes.

. La 6-MP pourrait inhiber I’expression du gene du FV, par inhibition d’une

protéine kinase impliquée dans la trans-régulation de ce gene.

Ces mécanismes possibles conduiraient soit a I’absence de sécrétion de FV par les
hépatocytes, soit a la sécrétion d’un FV dont I’activité serait diminuée ou absente. Le dosage

de ’activité du FV en est donc abaissé.

Rapportons I’exemple similaire de certaines céphalosporines dont la structure posséde
un groupe l-méthyltétrazole-5-thiol (MTT), qui sont responsables d’hypoprothrombinémie
(moxalactam, céfamandole, céfoperazole). Le groupement MTT est libéré in vivo, se dimérise
par oxydation en formant un pont disulfure, et inhibe la y-glutamyl-carboxylase, dont le
cofacteur est la vitamine K. La déplétion en glutathion augmente I’inhibition de la y-
carboxylation [63]. Une autre céphalosporine, la céfazoline, est également responsable
d’hypoprothrombinémie, mais moins fréquemment. La céfazoline posseéde un groupement 2-
méthyl-1,3,4-thiadiazole-5-thiol (MTD), qui posséde la méme activité inhibitrice de vy-
carboxylation que le MTT. Cependant, le MTD est rapidement inactivé in vivo par
méthylation par la TPMT [64]. Ainsi, ’hypoprothrombinémie s’observe majoritairement chez

les patients déficitaires en TPMT.

4.4. Projet de recherche

Afin de tester les différentes hypotheses physiopathologiques du déficit en FV induit
par la 6-MP, plusieurs travaux pourraient étre entrepris :

o Le dosage antigénique du FV chez des patients présentant une baisse de
I’activité du FV sous 6-MP permettrait d’objectiver la présence, ou non, du FV
plasmatique. En effet, il est possible que le FV soit sécrété dans le plasma, mais sous
une forme inactive.

. Un défaut de modification post-traductionnelle du FV pourrait étre étudi¢ dans
un systeme de culture d’hépatocytes en présence de thiopurines. Apres lyse cellulaire,
les différentes fractions cellulaires pourraient étre analysées en Western blot aprés
double marquage par un anticorps monoclonal anti-FV et un anticorps monoclonal

reconnaissant une protéine chaperonne impliquée dans la dégradation des protéines
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aberrantes. Une seule bande de migration électrophorétique pour ces 2 marquages
indiquerait un défaut de modification post-traductionnelle.

. De méme, une liaison d’un métabolite des thiopurines avec le FV pourrait étre
mise en évidence par analyse en Western blot utilisant un anticorps monoclonal anti-

FV, aprés culture d’hépatocytes en présence de thiopurine marquée au '*C.
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5. Conclusion

Les 3 observations rapportées dans ce travail illustrent 1’existence d’une toxicité
asymptomatique et réversible de la 6-MP sur le FV. Les explorations réalisées pour ces 3
patients ne sont pas toutes aussi approfondies. Il semblerait souhaitable qu’une réflexion sur
la conduite a tenir devant I’apparition d’une baisse du TP et du FV en cours de traitement
d’entretien d’une LAL, soit engagée entre les oncopédiatres, les biologistes en hémostase et

les biologistes en pharmacologie.

En effet, le dosage systématique du TP et du FV ne fait pas partie de la surveillance
habituelle des patients en cours de traitement d’entretien de LAL par 6-MP et MTX, mais il
pourrait étre intéressant de réaliser ce dépistage par TP et FV au cours du 4° ou 5° mois de
traitement d’entretien, afin de dépister tous les patients, et le cas échéant, approfondir les
explorations par un dosage des métabolites de la 6-MP, le dosage des facteurs II, V, VII, X,
des facteurs VIII et IX, et le dosage antigénique du FV, afin d’estimer 1’association du déficit
en FV, avec la cytolyse hépatique et le taux de 6-MMPN, et d’établir sur un plus grand
nombre de patients un tableau clinico-biologique plus précis des anomalies décrites dans ce

travail.

De méme, les mécanismes pathogéniques de cette toxicité sont inconnus. Un travail

pourrait étre entrepris dans un laboratoire de recherche effectuant des cultures cellulaires.

Méme s’il est établi que le déficit en facteurs de la coagulation synthétisés par le foie,
témoin d’une dysfonction hépatique sévere, doit conduire a la réduction de posologie de la 6-
MP, nous ne pouvons pas actuellement recommander de diminuer ou de maintenir la

posologie de la 6-MP en cas de déficit isolé en FV.
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Annexe 1 : Schéma général du traitement FRALLE 2000-A

FRALLE 2000-A
Schéma général du traitement

Prephase

Prednisone +« 1T MTX

INDUCTION
VCR, DEX, |-Aspa

|

J27

|

meelie M1: groupe A1 |

moelie M2: groupe A2

| moelie M3: groupe AJ

Randomisation

+ DNR J22/J28

DNR a J22 et J29

DNR a J22 et J29

AC & J38-J42 ; étude de ia maladie résiduelle (MR)
En attente du resultat; gebuter consolidation A1/42

RC & J35-442 :
etude de la MA

CONSOLIDATION A1/A2

12 semaines
VCR, DEX, 6-MP, MTX
a poursuivre si MAy=) & J38-042

MR{=)

=107

CONSOLIDATION A3

g semaines / 3 cures
VEDA/COPADM™/VEDA

INTENSIFICATION N*1 identique pour tous

{8 semaines)

VD5, DEX, ADRIA, L-Aspa / VP-18, Ara-C, B-TG

INTERPHASE
{8 semaines)

VCH, DEX, B-MP, MTX

INTENSIFICATION N2
(6 semaines)
oans anthracycline

VCR, MTX-DI, L-Aspa

INTERPHASE

{8 semaines)
VGR, DEX, 6-MP, MTX

+ MTX-HD x 3

INTENSIFICATION N2
(B semaines)

VGR, PRED, DNR, L-Aspa
Endoxan, Ara-C, 6-TG

ENTRETIEN pendant 24 mois
12 Rl (VCR/DEX 5 jours) et 6-MOMITX
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Annexe 2: Schéma général du traitement FRALLE 2000-BT,
groupes B

FRALLE 2000-BT. Groupe B.

PREPHASE : J1-J7
PREDNISOME + IT MTX

J8-J21 : INDUCTION COMMUNE
VOR, PRED, DNR (J8, J15), L-Aspa x 6 (J8 - J20)

GROUPE B1 GROUPE B2

Suite de I'NDUCTION
VCR ,PRED + DNR & J22
+ |L-Aspa x 3 (422 4 J26)

MNB : Si MRD & J35-42 > 10°, passeren B2
| |
CONSOLIDATION (2 semaines) CONSOLIDATION (2 semaines)

VP16, ARAC, 6TE puis VCR, PRD, 6MP MTX % eures - VEDA, COPRDN™ VEDA
+ 2 cures de MTX-HD (5.000 mg/m®)
| |
INTEMSIFICATION n*1 (B semaines] '
VDS / ADRIA { PRED / L-Aspa
pisis 6-TG ! AraC | VP-18

Suite de FINDUCTION
VCR, PRED + DNR & J22 &t & J23
+ L-ASPA ¥ 3 (J22.J35) + ENDOXAN [J27)

INTERPHASE (8 semaines)

VCR, PREd, 6-MIP, MTX
+ 2 cures de MTX-HD (5.000 mg.‘mzb

INTERPHASE (8 semaines)

WCR, PRED, B-MP, MTX
+ 3 cures de MTX-HD (5.000 mgim®)

IRRADIATION 18 Gy jusqu'a C2

INTENSIFICATION n°2 (8 semaines)
YCR, PRED, DNR, L-ASPA puis 6-TG, Endoxan, AraC

ENTRETIEN 24 mois
B-MP + MTX avet 12 Rl : VCR +« PRED

{1} : les patients du groupe B2 allogreffes e sont aprés la i partie de l'intensification n™1.
(2} : les patients du groupe B2 et 4gés de moine de 4 ans ne sont pas imadiés sur le SNC en
PROPHYLACTIQUE: cf p
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Annexe 3: Schéma général du traitement FRALLE 2000-BT,
groupes T

FRALLE 2000-BT : Groupe T

PREPHASE : J1-J7
PREDNISONE + 1T MTX

INDUCTION COMMUNE
VCR, PRED, DNRa 48, J9, J10-et J15,

ENDOXAM 1 gim” &.J8 = L-Aspa x 9

GROUPE T1 GROUPE T2

NE : 5i MRD & J42 = 10° passer en T2

CONSOLIDATION (& semaines)

Endoxan, ARAC, BTG
puis VCR, PRED, 6MP, MTX
+ 2 cures de MTX-HD (5.000 mg.‘m’i

CONSOLIDATION (9 semaines)
3 cures : VEDA, COPADM™, VEDA

INTENSIFICATION n°1 (8 semaines)
VDS / ADRIA { PRED / L-Aspa
puis 6-TG / AraC { VP-16

INTERPHASE (8 semaines)

VCR, PRED, B-MP, MTX _
+ 4 cures de MTX-HD (5.000 mgim®) =’

INTERPHASE (8 semaines)

YCR, PRED, B-MP, MTX
+ 3 cures de MTX-HD (5.000 mg.‘m1]

IRRADIATION 18 Gy jusqu'a €2 ©

INTENSIFICATION n°2 (8 semaines)

VCR, PRED, DNR, L-ASPA
puis 6-TG, Endexan, Aral

|
ENTRETIEN 18 mois

6-MF + MTX avec 12 Rl : VCR + PRED

(1} : les patients du groupe T2 allogreffes |2 sont apres la 1™ partie de lintensification n®1

(2) - les seuls patients du groupe T1 iradiés sur le SNC en PROPHYLACTIQUE Sont les patients
ayant plus de 4 ans ET plus de 100.000GB - ef p

(3} les patiznis du groupe T2 et dgés de moins de 4 ans ne sont pas iradiés sur le SNC en PROPHYLACTIQUE
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Annexe 4 : L’algorithme de Naranjo

Question Oui Non Ne sait pas
1. Y a-t-il eu des rapports concluants antérieurs sur cette +1 0 0
réaction ?

2. L’effet indésirable est-il apparu aprés I’administration du +2 -1 0
médicament ?

3. L’¢état du patient s’est-il amélioré aprés arrét du médicament ? +1 0 0
4. La réaction est-elle réapparue lorsque le médicament a été ré +2 -1 0
administré ?

5. Y a-t-il d’autres causes qui pourraient a elles seules avoir -1 +2 0
provoqué la réaction ?

6. La réaction est-elle réapparue lorsqu’un placébo a été -1 +1 0
administré ?

7. Le médicament a-t-il été détecté dans le sang a une +1 0 0
concentration réputée toxique ?

8. La réaction était-elle plus grave quand la dose <dtait +1 0 0
augmentée, ou moins grave quand la dose était diminuée ?

9. Le patient a-t-il eu une réaction similaire au méme +1 0 0
médicament ou a un autre médicament similaire lors d’une

précédente exposition ?

10. L’événement a-t-il ¢été confirmé par des données +1 0 0

objectives ?

Correspondance entre le score et le degré de causalité :

» >9 :réaction certaine

» 5 a8 :réaction probable
» 1a4:réaction possible

» <0 : réaction improbable
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Annexe 5 : La méthode francaise d’imputabilité

Tableau I : Table de décision combinant les critéres chronologiques (C).

.. . 1 Délai d’apparition de I’événement
Administration du médicament : : - - - -
Tres suggestif | compatible incompatible

A s Ré administration du médicament (R

Arrét du médicament (R)
Reyy R Ry [ Ry Reg Ry

Evolution suggestive :
Régression de 1’événement coincidant bien avec | Cs Cs (o C; C, C; Co
cet arrét
Evolution non concluante :
Régression paraissant au contraire plutdt
spontanée ou provoquée par un traitement
P Ou provequee par un G G G |G oo G Co
symptomatique non spécifique réputé efficace
sur ces troubles, ou évolution inconnue, ou recul
insuffisant, ou Iésions de type irréversible
Evolution non suggestive :
A,bsen.ce de régre,ssion.d’un éVén‘ement de t’ype C, C, C, C, C, C, Co
réversible (ou régression complete malgré la
poursuite du médicament)

Ry positive, I’événement récidive ; Ry : non fait ou non évaluable ; R(,: négative, I’événement ne récidive
pas.
C; : chronologie vraisemblable ; C, : plausible ; C, : douteuse ; Cy : paraissant exclure le role du médicament.

Tableau II : Table de décision combinant les critéres sémiologiques (S).

Evocatrice du role de ce
médicament (et/ou facteur
trés favorisant bien validé)

Autres éventualités

Sémiologie (clinique ou paraclinique) : sémiologiques

Examen complémentaire spécifique fiable (L)

Autre explication non médicamenteuse

Lo Lo Lo Le L Lo
Absente (apres bilan approprié) S5 S; Sy S; S, S
Possible (non recherchée ou présente) S; S, S, Ss S, S,

Ly : test de laboratoire positif; L, : test non disponible pour le couple événement-médicament ; L,: test
négatif.
S5 : sémiologie vraisemblable ; S, : plausible ; S; : douteuse.

Tableau III : Table de décision de I’imputabilité intrinséque (I).

) Sémiologie
Chronologie
S S, S;
I,: imputabilité intrinséque trés vraisemblable ; I :
Co I Io Io vraisemblable ; I,: plausible; I,: douteux; Ip:
C,; I, I, I paraissant exclue.
CZ Il 12 13
C3 13 13 14
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