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INTRODUCTION

L’angioedeme (AE) aux urgences pose un probléeme diagnostic et thérapeutique
important ; le diagnostic étiologique rapide est essentiel pour adopter une conduite a tenir et
une prise en charge appropriée. La clinique prime, mais quelque fois peut étre prise a défaut
par 1’absence de signes évocateurs d’une étiologie histaminique ou bradykinique.

La recherche de marqueurs biologiques de soins courants est donc essentielle dans ce
contexte, et le projet BIOBRAD a vu le jour. Cette étude prospective monocentrique incluant
des patients présentant un AE bradykinique, histaminique et un groupe témoin est le sujet de
ma thése d’exercice de médecine.

La premiére partie est une revue systématique des marqueurs biologiques proposés
dans la littérature, soumis et accepté avec modification dans le journal « European Journal of
Dermatology » (référence numéro 8 de la deuxieme partie de these). L’article a été rédigé et
soumis en langue anglaise

La deuxiéme partie détaille en frangais les résultats de 1’étude, et sera soumis dans
« Allergy » prochainement. Les dosages de D-Dimeres, VE-cadhérine et 1’exploration du
complément ont permis de déterminer des marqueurs biologiques de la crise, en adéquation
avec les données de la littérature présentées.

Ce projet se poursuit avec une modification du protocole concernant la fréquence des
dosages, permettant d’augmenter le nombre de patient inclus pour confirmer ces résultats ; au
vu des dernieres données de la littérature, de nouveaux marqueurs seront rajoutés afin

d’enrichir la palette d’outils diagnostics a notre disposition dans cette pathologie.
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REVUE GENERALE DE LA
LITTERATURE :

Towards a specific marker for acute bradykinin-mediated angioedema

attacks: a literature review
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Introduction

Bradykinin-mediated angioedemas (AE) are recurrent oedemas which are potentially
fatal if they affect the ENT region. The physiopathological mechanism of this disease is
linked to the spontaneous activation of the contact phase of coagulation inducing bradykinin
release. [1]. C1 inhibitor (C1INH) is the main control protein acting during this contact phase.
Indeed, if there is a C1INH deficit (hereditary AE), the protease activation cascade is not
regulated, which promotes bradykinin (BK) synthesis. This was confirmed by Nussberger et
al. [2] who showed that during a hereditary AE (HAE) attack associated with a CLINH deficit,
the level of circulating BK rose and then dropped with the disappearance of the oedema. This
rise in BK levels is not found with histamine-induced AE [2]. Unfortunately, it is quite tricky
to assay bradykinin because the nonapeptide is inherently unstable, and it is therefore not
compatible with applications in everyday healthcare.

In 929 consecutive patients examined for recurrent AE unaccompanied by urticarial,
36% were related to C1INH deficiency or angiotensin converting enzyme inhibitor (ACEI)
treatment whereas 61% were histaminergic or idiopathic AE [3]. Whether the presence of
wheals (90%), the low median duration of attack (often few hours), the AE location (ENT,
extremities but rarely abdominal attacks) and long-term efficacy of antihistamines could be
helpful to diagnose histamine-induced AE, the clinical picture for these two types of AE could
be superimposable [4].

Although histamine-induced AE should be treated with anti-histamines and adrenalin,
bradykinin-mediated AE only responds to targeted therapies (CLINH concentrate, antagonists
of the B2 receptors for BK and kallikrein inhibitors). The development of a specific
biomarker of bradykinin-mediated AE would therefore be very useful, and several candidates

have been proposed in the literature (figure 1). We are therefore performing and presenting a
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review of the literature on these candidate biomarkers by comparing them to those for mast

cell activation (table 1).
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Markers of a bradykinin-mediated AE attack

Contact phase proteins:

Activation of the contact phase of coagulation triggers HAE [1] and a specific
biomarker could be identified by studying its components. A recent prospective study [5]
investigated circulating levels of complement and contact phase proteins in 162 HAE-carrier
patients, 31 of which were experiencing an AE attack. These authors found that the
spontaneous Kkallikrein activity was significantly increased (p=0.01) in patients experiencing
an attack (6.7 mU/mL) compared to patients in remission (2.1 mU/mL), and that plasma
inhibition of this activity was strongly decreased (43.1% versus 6.5%, p=0.01). This
inhibition was correlated with C1INH activity (r=0.656, p>0.001). In addition, high molecular
weight kininogen (HK) cleavage activity was increased during attacks (58.1% versus 42.9%,
p<0.001). C1INH activity correlated negatively with HK cleavage (r=0.3, p=0.001). The level
of cleaved HK also appeared to correlate with the frequency of attacks (p=0.002). Assays for
contact phase proteins during the AE attack have not yet been standardised, and the methods

presented in the article need to be validated.

Complement proteins:

As stated above, C1INH is the main control protein during the contact phase of
coagulation. A deficit in this protein causes most HAE, and its levels have been studied
during AE attacks.

Suffiti et al. [5] showed that levels of CLINH (antigen and function) and of all the
complement parameters explored (C1g and C4) were significantly lower (p=0.049) in patients

experiencing an AE attack than in patients in remission.
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However, another prospective study (n=18 patients) [6] performed at the same time
showed that C1INH levels did not vary significantly in the same patient experiencing an
attack and during remission (p=0.19). Similar results were found for C4 (p=0.37). In contrast,
functional C1INH activity was found to be increased during attacks (p=0.0176). The absence
of variation in the level of complement (C1INH antigen and function, C4) was confirmed by
Cugno et al. [7] with 28 patients assayed during an attack and again in remission.

In addition to its role in the contact phase, C1INH plays a role in regulating the lectin
pathway for complement activation. In a study of 35 patients with hereditary AE having
presented 106 attacks, an increase in the level of MASP-2 and of the ficolin-3/MASP-2
complex was noted during the attack (p<0.0001 and 0.033, respectively) [8], this was related
to the absence of C1INH regulation. However, these assays are not commonly performed and

the proteins do not appear to be good candidate biomarkers of AE.

Inflammatory markers:

The effect of bradykinin is mediated by its two G-protein coupled receptors, B1R and
B2R. B1R is expressed by endothelial cells upon stimulation by tumour necrosis factor alpha
(TNF-alpha) and interleukin-1 (IL-1). Through the intermediate of IL-6, these cytokines
stimulate production of C-reactive protein (CRP) by the liver.

A German study [9] investigated four markers during a first bradykinin-mediated AE
episode induced by ACEI (25 patients) and compared to those measured in a group with
angioedema of unknown cause (18 patients). All patients presenting with bradykinin-mediated
AE had a high level of ultra-sensitive CRP (4.32+/-0.15 mg/dl, normally <0.5) and of
fibrinogen (476+/-31 mg/dl, normally between 180 and 350). These levels were significantly
higher than the norm, and than those expressed in the group with AE of unknown origin. The

leukocyte numbers were within the normal range. A more recent retrospective study [10] also
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showed an increase in ultra-sensitive CRP levels in 30 patients presenting an abdominal attack
compared to their basal levels (p=0.049), while the CRP level during an AE attack with no
abdominal involvement (38 patients) was stable. This marker was also higher in
asymptomatic patients habitually presenting abdominal AE than in patients with attacks in
extra-abdominal locations (p=0.034). However, another prospective study [6], although it did
not test ultra-sensitive CRP, does not confirm this variation in CRP between patients

experiencing an attack and the same patients in remission (p=1.00).

Vascular endothelial stress markers:

Endothelial cells maintain a semi-permeable interface between tissues and blood by
regulating the formation of thromboses, fibrinolysis, platelet adhesion, vascular tonus and
blood flow [11]. In bradykinin-mediated AE, the high level of bradykinin causes an increase
in permeability of vascular endothelial cells.

A Hungarian-German study [12] investigated markers of vascular stress in 49 patients
with HAE in their basal state (not during an attack). The markers tested were soluble E-
selectin, endothelin-1, von Willebrand factor and its activity. Only E-selectin was found to be
increased (p=0.001), and its level was stable over an annual period.

Other authors investigated vascular stress during an attack [6]. Samples were taken
from 18 patients during an AE attack and during remission. Von Willebrand factor and its
activity, E-selectin and endothelin-1 were all assayed by ELISA. These four markers were
found to be significantly increased during an AE attack (p=0.0046, 0.009, 0.235, 0.249,
respectively), indicating a strong activation of endothelial cells. A sub-study on 8 patients
indicates that there also exists an endothelial activation phenotype for each patient, which is

reproducible with each attack.
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VE cadherin is a transmembrane adhesion protein forming part of the adherens
junctions between endothelial cells. Serum levels of this protein are a marker of vascular
stress and of aggression of endothelial cells [13]. It has been shown that circulating levels of
this protein can increase during an attack (ELISA and Western Blot assays) [14]. Assays
performed before and after the attack were normal. This study also showed that a monolayer
of endothelial cells exposed to bradykinin and kallikrein released soluble VE cadherin, and

permeability was increased due to intercellular disjunction.

Coagulation cascade and fibrinolysis:

C1INH is also implicated in controlling the activation of factor XII and thus in the
development of coagulation and the resulting fibrinolysis. An Italian team explored the
biological markers for this pathway.

Cugno et al. [7] measured the levels of prothrombin fragments (F1+2) - indicators of
prothrombin and thrombin activation by activated factor X - and D-dimer (a product of fibrin
degradation) in 28 patients during a bradykinin-mediated AE attack. The level of F1+2
fragments was higher during the attack (p=0.0001) than during remission and in the healthy
control group. Circulating D-dimer was also higher during the attack than in control subjects
(p=0.002). However, the level did not vary significantly between attacks and remission.
Assaying D-dimer could therefore help diagnose bradykinin-mediated AE. However, for the
marker to be specific it must be able to distinguish between bradykinin-mediated AE and AE
as a result of mast cell activation, and D-dimer has also been shown to increase during an

outbreak of hives. [15]

Other markers:
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During an abdominal attack of HAE, a significant and transitory increase in
Carbohydrate Antigen (CA)-125 has been observed, the kinetics of which are superimposable
on the intensity of the abdominal attack [16]. CA-125 is a membrane associated mucin,
component of the ocular surface, respiratory tract and female reproductive tract epithelia; it
creates a hydrophilic environment acting as a lubricating barrier against foreign particles and
infectious agents, and could interact with cytoskeleton. Its expression has been shown to be
altered in dry eye, cystic fibrosis and several types of cancers. Monitoring CA-125 blood
serum levels is best known for ovarian cancer, but also other cancers, and benign conditions,
such as endometriosis, pregnancy, or any inflammatory condition in the abdominal area with
serosal involvement [17]. It could be hypothesized that CA-125 screening could be useful for

abdominal attack of AE but prospective study is needed.
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Mast cell activation markers

Few studies have investigated biological markers during an isolated attack of histamine-
induced AE, and most of these involved chronic urticaria. Basophils and mast cells are the
two effector cells producing the clinical picture, which involves a series of mediators such as
histamine, leukotrienes, prostaglandins, and pro-inflammatory mediators. These molecules are
responsible for vasodilation and the increase in vascular permeability [18]. However, we
excluded from this review studies about chronic urticaria, whom physiopathology are

different from histamine-induced AE [18].

Mast cell degranulation markers:

Several markers of mast cell degranulation have been identified. The only currently
available assay is that for serum tryptase [19]. Histamine can be measured in plasma or urine,
but the methods are time-consuming and poorly reproducible (fluorimetric tests,
radioenzymatic assays, etc.). In addition, the short half-life and rapid normalisation of
histamine levels after the attack decreases the benefit of assaying it in current clinical practice
[20]. However, a study of 39 patients with bradykinin-mediated AE, of which 11 were
undergoing an attack at the time, show that the level of urinary histamine is similar in patients
and in the control group (41 patients) [21]. Thus, this marker is specific for histamine-induced

AE.

Markers of the inflammatory reaction:

A Polish study [22] investigated CRP and plasma IL-6 levels during an acute attack of
AE or urticaria induced by non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAID). IL-6 levels

(median: 1.9 pg/mL, p<0.001) and CRP levels (median: 20.5 mg/L, p<0.001) were increased
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in patients during an attack (n=17) compared to during remission, one month later. This study
confirmed the findings of a previous study [23] showing a concomitant increase in I1L-6 and
CRP levels, while IL-8 and TNF-alpha levels remained stable during an attack of urticaria
(n=16). A recent study showed a statistically significant increase in levels of I1L-4 (0.632
pg/mL, p=0.001), IL-6 (1.689 pg/mL, p=NA), and IL-8 (1.478 pg/mL, p=NA), but not IL-10
(0.967 pg/mL, p=0.059) during an outbreak of hives compared to levels after resorbtion of the

symptoms in 51 patients, two weeks later. [24]

Coagulation cascade and fibrinolysis:

Few studies have investigated levels of coagulation markers during the acute phase of
this process. One study showed that the severity of the urticaria/AE correlated significantly
with the level of D-dimer and circulating fibrin degradation products or FDPs (p<0.01) in 82
patients [25]. In a sub-population of patients with acute urticaria/AE described by Takahagi et
al. [25], the levels of these two markers were high. This concurs with a transitory rise in levels
of D-dimer and of the thrombin-antithrombin 111 complex observed in 20 patients with acute

urticaria [26], and with the results of Kasperka-Zajac [15].

Other:

An ltalian study [27] identified serum nepterin, a marker of innate immune system
activation, as a potential biomarker of outbreaks of urticaria. In a sub-group of patients with
acute urticaria (13 patients), neopterin levels were higher than in the control group (96
patients). However, this marker has a very low specificity and is not assayed in current
practice.

A historic study [28] showed an increase in the level of circulating eotaxin during

acute urticaria (median: 126 pg/ml) and its decrease after the episode resolves. Eotaxin is a

22



chemokine whose main role is to recruit polynuclear eosinophils during hypersensitivity
reactions. The small cohort studied here (19 paediatric patients), and the low availability of

the assay, means that this marker is not currently used.
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Conclusion

Research into biomarker differentially expressed during attacks of bradykinin-
mediated AE (table 2) is taking off, in parallel with the development of effective, but
expensive, medication. The clinical practitioner needs a readily-assayed marker, which is both

reproducible and specific to the bradykinin-mediated origin of the attack.
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TABLES AND FIGURES :

Table 1: Baseline characteristics of studies about AE biomarkers

Table 2: Potential biomarker candidate and the mediator involved
X = probable marker

X = possible marker, studies require confirmation

NA = data not available

0 = negative result(s)

Figure 1: Physiopathology of bradykinin-mediated angioedema, mode of action of

C1INH and potential biological markers during a bradykinin-mediated AE attack.

28



Table 1

Studies Biomarker Patient Groups of Type of Conclusion
populations patient attack
Suffiti et al. [5] Kallicrein activity HAE-C1- Attacks vs all Possible markers for
Inhibition of kallicrein INH remission bradykinin mediated-
activity and/or normal AE
Cleaved HK controls
Complement parameters
Kadjacsi et al. C1INH, C4 HAE-C1- Attacks vs all No variation of
[6] INH remission in the complement
CRP same patient No variation of CRP
Von Willebrand factor and its Endothelial cell
activity, E-selectin and activation during
endothelin-1 attacks
Cugno et al. [7] C1INH, C4 HAE-C1- Attacks vs all No variation of
INH and remission and complement
Prothrombin fragment F1+2 AAE vs control Higher F1+2 levels
D-Dimer groups during attacks
No significant variation
of D-Dimer
Csuka et al. [8] MASP-2 HAE-C1- Attacks vs all Possible markers for
Ficolin-3/MASP-2 complex INH remission bradykinin mediated-
AE
Bas M et al. [9] US-CRP ACEI-AE Attacks from all Increased US-CRP for
Leukocyte count ACEI-AE vs ACEI-AE
Fibrinogen AE of unknown
cause
Hofman ZLM et US-CRP levels HAE-C1- Attacks vs all Increased US-CRP
al. [10] INH remission during abdominal
attack
Czucz Jetal. E-selectin, endothelin-1, von HAE-C1- Remission of No Elevated soluble E-
[12] Willebrand factor and its INH HAE-C1-INH attacks selectin level
activity vs control
subjects
Bouillet L et al. VE-cadherin HAE-C1- Attacks vs all Increased soluble VE-
[14] INH remission cadherin level
Kasperska- D-dimer AU Attacks vs AU Increased D-dimer in
Zajac A etal. control subjects severe AU
[15]
Cimbollek SH et CA-125 HAE-C1- Attacks vs Abdomi Increased CA-125
al. [16] INH remission nal during abdominal
attacks attack
Brickman CM et Urinary histamine HAE-C1- Attacks vs all Specific for histamine-
al. [21] INH remission and induced AE
vs control
groups
Kasperska- CRP NSAIDs- Attacks vs all Increased CRP and IL-
Zajac Aetal. Interleukin-6 (IL-6) induced remission and 6 levels
[22] AU/AE vs healthy
controls
Fujii K et al. [23] CRP Severe AU Attacks vs AU Increased CRP and IL-
IL-6 remission 6 levels
IL-8
TNF-alpha
Papadopoulos J IL-4, IL-6, IL-8, IL-10 AU Attacks vs AU Increased level of ILs
et al. [24] remission and during attacks
vs controls
Takahagi et al. D-dimer AU/AE Levels during All High level of
[25] Fibrin degradation products (sub- attacks coagulation and
CRP population) inflammation markers
during attacks
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Fujii K et al. [26] D-dimer AU Attacks vs AU Increased markers
Thrombin-antithrombin 111 remission during attacks
complex (TAT)

Ciprandi G et al. Serum neopterin levels AU (sub- Attacks vs AU Increased neopterin
[27] population) control group levels
Hossny E et al. Plasma eotaxin AU (sub- Attacks vs AU Increased eotaxin
[28] population) remission levels

HAE-C1-INH: hereditary angioedema due to C1-INH deficiency; HK: High-molecular-weight kininogen; AAE: acquired
angioedema; ACEI-AE: ACE-inhibitor-induced AE; US: ultra-sensitive; AU: acute urticaria
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Table 2

Bradykinin-mediated AE

Mast cell activation

attack
Proteins in the contact phase X NA
(kallikrein, kininogen, etc.)
Bradykinin X 0
Complement system X NA
CRP/IL-6 X X
Markers of vascular X NA
endothelium
D-dimer X X
F1+2 prothrombin fragment X X
CA125 X NA
Tryptase NA X
Histamine NA X
Histaminuria 0 X
Neopterin NA X
Eotaxin NA X
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Figure 1
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Etude BIOBRAD :
Recherche de marqueurs biologiques
de la crise d’angioedéme.
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RESUME

Le diagnostic étiologique des angioedémes (AE) est difficile notamment en situation
d’urgence. Deux grands cadres doivent étre évoqués : les AE histaminiques (allergiques ou
non, qui représentent 95% des cas) et les AE bradykiniques (héréditaires ou acquis, avec ou
sans déficit en C1Inh) plus rares mais au pronostic plus sévere. La distinction est basée sur la
clinique (durée spontanée de la crise, présence d’urticaire concomitante ou a distance,
antécédents atopiques...). Parfois, il est difficile de les différencier. A I’heure actuelle il
n’existe aucun marqueur biologique de la crise. La recherche de marqueurs biologiques de
soins courant pourrait permettre une amélioration de la prise en charge diagnostique et
thérapeutique de ces AE. Des travaux précédents ont identifié des marqueurs cibles : les D-
dimeéres, le C4, la VE cadhérine. Nous avons voulu connaitre la sensibilité et la spécificité de
ces marqueurs.

Nous avons mené une étude prospective évaluant les dosages des D-Dimeéres, du
complément et de la VE-cadhérine au cours d’un épisode d’AE. Trois groupes de patients ont
été testés : AE bradykiniques (crises périphériques, ORL et abdominales), AE histaminiques,
et douleurs abdominales non bradykiniques, au moment (JO) puis a distance de la crise (J7).

Trente-trois patients ont été inclus, onze dans chaque groupe. Le taux des D-dimeres
était élevé lors de la crise d’AE bradykinique (médiane de 2.2 a JO versus 0.52 ng/mL a J7,
p<10). Ce taux était significativement supérieur par rapport a celui du groupe témoin (2.2
versus 0.69 ng/mL respectivement, p=0.01). La valeur seuil de 0.62 ng/ml permet d’obtenir
une valeur prédictive négative de 100% pour I’AE bradykinique. Les protéines du
complément avaient un taux stable au cours de la crise et a distance. Le dosage de la VE-

cadhérine met en évidence une augmentation du taux circulant lors de la crise (1990 a JO
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versus 1566 ng/ml a J7, p=0.01) ; les taux sont équivalents entre les AE bradykiniques et
histaminiques.

L’exploration des anomalies de la fibrinolyse (et notamment des D-Diméres) constitue
un marqueur prometteur de la crise d’AE bradykinique dans les formes abdominales de

diagnostic difficile.

Mots-clefs :

Angioedeme; Bradykinine; Histamine; D-dimeres; Biomarqueurs; VE-cadhérine;

Complément.
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ABSTRACT

Diagnosis of angioedema (AE) is difficult especially in emergency room. Two forms
should be evoked: histaminic AE (allergic or not, which represent 95% of cases) and
bradykinic AE (hereditary or acquired deficiency, with or without C1 inhibitor) rarer but with
more severe prognosis. The distinction is based on clinical features (Spontaneous crisis
duration, presence of concomitant hives, atopic history...). Sometimes it could be difficult to
make the difference. Nowadays, there is no biological marker of the crisis. The search for
biomarkers could improve the diagnostic and therapeutic management of AE. Previous work
had identified targets: D-dimer, C4, and VE-cadherin. We wanted to know the sensitivity and
specificity of these markers.

We conducted a prospective study evaluating the D-dimer, complement and VE-
cadherin assays during an episode of AE. Three groups of patients were tested: bradykinic AE
(peripheral, ENT or abdominal attacks), histaminic AE, and abdominal pain (non-bradykinic
and non-histaminic etiology) at the time (day 0) and at distance from the crisis (D7).

Thirty-three patients were included, eleven in each group. The rate of D-dimer was
higher during the bradykinic AE crisis (median 2.2 on DO versus 0.52 ng/mL on D7, p <107%).
This rate was significantly higher compared to the control group (2.2 versus 0.69 ng/ml,
respectively, p = 0.01). A threshold value of 0.62 ng/ml provides a negative predictive value
of 100% for bradykinic AE. Complement proteins rates were stable from DO to D7. Dosage of
VE-cadherin showed an increasing circulating levels during crisis (1990 on DO versus 1566
ng/ml on day 7, p = 0.01); rates are equivalent between bradykinic and histaminic AE.

Exploring abnormality of fibrinolysis (especially D-dimer) is a promising marker for

abdominal crisis of bradykinic AE.
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INTRODUCTION

L’angioedéme (AE) est un syndrome clinique caractérisé par un gonflement sous
cutané ou sous muqueux, localisé, transitoire et disparaissant sans séquelle [1]. 1l est d0 au
relargage brutal et localisé de substances vasodilatatrices, qui provoquent ainsi une
hyperperméabilité vasculaire. La classification des AE repose en grande partie sur la nature
des médiateurs impliqués dans la genese des AE [2]. Les AE les plus fréquents sont ceux liés
a la libération d’histamine par les mastocytes (AE histaminiques). 1ls sont souvent associés a
de I’urticaire (a distance ou concomitant). Les AE bradykiniques sont plus rares. lls sont liés a
I’activation de la voie Kkallicréine-kinine et a la libération de bradykinine, par activation
excessive de la voie des kinines et/ou une diminution de leur dégradation. Les protéines de la
phase contact de la coagulation sont responsables de 1’activation de la voie des kinines : le
facteur Hageman (ou facteur XII) est au centre de ce phénoméne [3]. Il est activé par un
stress & la surface des cellules endothéliales vasculaires. 1l va activer la plasmine et la voie

kallicréine-kinine (dont la bradykinine).

Les AE bradykiniques sont marqués par une morbi-mortalité importante avec une
qualité de vie altérée de maniére équivalente a celle des asthmatiques [4]. Le déces survient
dans 25% des cas sans intervention thérapeutique [5] lors d’un cedéme des voies aériennes
supérieures qui ne répondent pas aux traitements donnés lors d’AE histaminiques (corticoides,
antihistaminiques, adrénaline). Des traitements spécifiques efficaces existent a 1’heure
actuelle ; on évalue le cout du traitement d’une crise aux alentours de 1500 euros. Il est donc
primordial de réserver ces traitements aux crises séveres (ORL et digestives) d’AE

bradykinique [6].
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Les AE histaminiques sont les diagnostics différentiels principaux des AE
bradykiniques en termes de fréquence. Certains éléments cliniques permettent habituellement
de faire la différence entre les deux; 1’élément le plus discriminant est I’urticaire (pas

forcément concomitante) mais qui n’est pas toujours présente en cas d’AE histaminique [7].

Lorsqu’un patient se présente aux urgences avec un AE des voies aériennes
supérieures ou une crise abdominale, il est fondamental de diagnostiquer rapidement un AE
bradykinique afin d’administrer le plus t6t possible une thérapeutique adaptée. A 1’heure
actuelle, nous ne disposons d’aucun marqueur de la crise aigué d’AE bradykinique qui
permettrait d’aider a la décision thérapeutique mais de nombreux travaux de recherche sont
réalisés afin d’en identifier. Plusieurs candidats existent [8] : des marqueurs du stress
endothélial (VE-cadhérine, activité du facteur Willebrand et de son antigene, 1’E-sélectine et
I’endothéline-1...) qui sont significativement augmentés au cours de la crise. Des anomalies
du complément, de la phase contact de la coagulation et de la fibrinolyse, des protéines
inflammatoires (CRP, interleukines, fibrinogéne...) ont été explorés [8]. Tous ces marqueurs
ont besoin d’études prospectives afin de valider leur utilité diagnostic. Nous proposons donc
de réaliser une étude prospective évaluant 1’intérét diagnostic de différents marqueurs

biologiques disponibles en soins courants au cours de la crise d’AE.
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MATERIELS ET METHODES

1- Patients :

Les patients ont été inclus de maniere prospective et répartis en 3 groupes par les
investigateurs principaux. Les critéres d’exclusion comprenaient un age inférieur a 18 ans,
I’absence de consentement écrit (refus ou impossibilité), 1’impossibilité de faire des
prélevements et I’absence de diagnostic étiologique. Les trois groupes se répartissaient ainsi :
patients ayant présenté une crise d’AE bradykinique confirmé lors d’une consultation au sein
du Centre National de Référence francais des AE, ou CREAK (groupe 1) ; patients ayant
présenté une crise d’AE histaminique (groupe 2); patients présentant des douleurs
abdominales d’étiologie connue (groupe témoin ou groupe 3). Les parametres cliniques
(intensité de la crise évaluée selon une échelle visuelle analogique, traitement en cours,
évolution) et paracliniques furent recueillis a 1’inclusion, puis a chaque prélévement. Le
traitement administré aprés 1’inclusion était laissé a 1’appréciation du clinicien. Un avis du
CREAK était donné en cas de besoin pour la prise en charge thérapeutique du patient.

Tous les patients ont signé un consentement éclairé avant leur inclusion dans 1’étude.
Le protocole a été examiné et approuvé par le Comité de Protection des Personnes SUD EST

V (12 septembre 2012) et a recu 1’autorisation de I’ANSM en date du 19/09/2012.

2- Prélevements :

Chaque patient a bénéficié de 7 préléevements au cours de 1’étude : au moment de la
crise (HO), puis respectivement a 3, 6, 12, 24, 48 heures du début de la crise. Un dosage a été
réalisé 7 jours apres (J7) en dehors de toute symptomatologie. Pour les patients du groupe 1
suivi par le CREAK, les prélevements ont été aussi réalisés a I’inclusion dans 1’étude a

distance d’une symptomatologie d’AE.
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3- Dosage du complément :

Le dosage du C1 inhibiteur (CLINH) et de la fraction C4 du complément était réalisé
dans le sérum par néphélométrie utilisant un analyseur automatisé (BNII ; Siemens, France) et
des antisérums spécifiques (Siemens). La détermination de 1’activité du C1 inhibiteur a été
réalisée par spectrophotométrie selon la méthode décrite par Drouet [9].

L’exploration du complément était réalisée a HO puis a 7 jours de la crise. Les
prélévements étaient adressés directement au laboratoire et techniqués immédiatement.

Les normes du laboratoire sont les suivantes : dosage pondéral du C1INH : 210-355

mg/l ; fraction C4 : 100-380mg/I ; activité du C1INH : 17.2-27.4 U/mL.

4- Dosage des D-Dimeéres :

Le dosage était réalisé a HO puis a 7 jours de la crise. Les prélevements étaient
adressés directement au laboratoire et techniqués immédiatement selon une technique
standardisée (STA-Liatest DDI - Stago, STA-R). La valeur minimale est inférieure a 0.27

ng/mL et la valeur maximale de 4 ng/mL.

5- Dosage de la VE-cadhérine, marqueur du stress vasculaire :

Le dosage de la VE Cadhérine est réalisé a intervalles de temps définis depuis le début
de la crise (HO) puis a 3, 6, 12, 24, 48 heures puis 7 jours, afin d’établir une cinétique
d’évolution de sa concentration plasmatique. Le dosage utilise une méthode ELISA décrite
lors d’une précédente etude [10]. Aprés prelevement, le sérum est centrifugé a température

ambiante puis conserve a -80° avant le dosage.

6- Méthodes statistiques :
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Du fait de I’effectif faible, des tests non paramétriques ont été utilisés. Le test de Mann
et Whitney, pour les variables quantitatives continues et les comparaisons de médianes, a été
utilisé et les corrélations ont été établies avec le coefficient de corrélation de Pearson. Une p-
value inférieure & 0.05 a été considérée pour conclure a une différence statistiquement

significative. Les courbes ROC ont été réalisés avec XLSTAT 2015.1.01.
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RESULTATS

a) Patients :

Du premier janvier 2013 au 31 décembre 2014, 33 patients ont été inclus :

- 11 patients présentaient un AE bradykinique (7 patients présentant un AE
héréditaire de type 1, 3 patients sous Inhibiteur de I’Enzyme de Conversion - IEC
et 1 sous Antagoniste des Récepteurs a I’ Angiotensine 2 - ARA2),

- 11 patients ont été inclus dans le groupe AE histaminique,

- 11 patients dans le groupe témoin (douleurs abdominales).

Les caractéristiques des patients sont detaillées dans la table 1.

Au sein du groupe témoin, les diagnostics étaient les suivants : gastroentérite aigue,
pancréatite aigué (2 patients), colite aigue (2 patients, a campylobacter et clostridium),
fécalome, gastrite, pyélonéphrite aigue (2 patients), sigmoidite diverticulaire, poussée de

maladie de Crohn.

b) D-Dimeéres :

Le dosage des D-Dimeres était réalisé a I’inclusion, a HO puis a J7, en dehors de toute
symptomatologie clinique. Dans le groupe des AE bradykiniques, on note un taux de D-
diméres significativement plus élevé (figure 1) en crise qu’a J7 (médiane respective de 2.2
versus 0.52 ng/mL, p<10) et par rapport & I’inclusion (2.2 versus 0.36 ng/mL, p<107). Il

n’existe en revanche pas de corrélation entre I’intensité de la crise (évaluée par une échelle
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visuelle numérique) et le taux de D-Dimeres (p=0.78). L’analyse en sous-groupe ne permet
pas de mettre en évidence une différence du taux en crise entre les patients atteints d’AE du
type 1 et les AE secondaires aux IEC ou aux ARA2.

Dans le groupe des AE histaminiques (groupe 2), on note aussi une augmentation des
D-Dimeres au cours de la crise (1.97 vs 0.65 ng/mL, p=0.04), du méme ordre que dans le
groupe 1 (2.2 vs 1.97 ng/mL, p=0.55).

En revanche, dans le groupe 3, le taux de D-Dimeres est stable.

Enfin, le taux de D-dimeres est significativement plus élevé en crise dans le groupe 1
que dans le groupe témoin (2.2 versus 0.69 ng/mL respectivement, p=0.01, figure 2). Il
n’existe pas de différence entre le taux de D-diméres du groupe 2 et 3 (p=0.25).

L’étude de la courbe ROC (figure 3) met en évidence un seuil de D-Diméres de 1.530
ng/ml pour lequel les caractéristiques du test sont les suivantes: sensibilité = 90%,
specificité = 63.6%, valeur prédictive négative (VPN) = 87.5% et valeur prédictive positive

(VPP) = 69.2%.

c) Exploration du complément :

L’ensemble des parameétres explorés du complément n’a pas permis de mettre en
évidence de différence entre le JO des patients du groupe 1 présentant un déficit en C1INH (7
patients) et le taux basal. L’activité du C1INH est faible chez les sujets présentant un AE
héréditaire de type 1 (médiane de 2.6 U/mL en crise versus 2 U/mL a J7, p=0.61), de méme
que le dosage pondéral du CLINH (respectivement 37 versus 42 mg/l, p=0.40) et le C4
(respectivement 34.5 versus 51 mg/l, p=0.44).

De méme, les taux antigeniques et d’activité du C1INH et les taux de C4 sont stables

chez les patients présentant un AE lié aux IEC, ainsi que dans le groupe 2 et 3.

43



d) VE-cadhérine :

Dans le groupe 1, il est retrouvé un taux de VE-cadhérine circulante plus élevé lors de
la crise (HO), qu’a J7 (1990 versus 1566 ng/mL, p=0.01, figure 4). L’étude de la cinétique du
marqueur biologique dans le temps a mis en évidence une corrélation du taux a I’intensité de
la crise évaluée par le médecin en charge du patient (rho = 0.75, p=0.04). Cependant, on ne
note pas d’intérét diagnostic ou pronostic du suivi de la cinétique de la VE Cadhérine ; celle-
ci augmente rapidement au cours de la crise (HO), et son taux se normalise dés la résolution
des symptdmes cliniques.

Le taux circulant ne difféere pas entre les différents groupes au cours de la crise
(respectivement 1990, 1869 et 1764 ng/mL) ni en dehors de toute crise (1566, 1705 et 1703

ng/mL respectivement).
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DISCUSSION

Cette etude a permis de mettre en évidence plusieurs marqueurs sériques au cours
d’une crise d’AE. Si le diagnostic positif d’AE est en regle générale clinique, le diagnostic
étiologique reste quelquefois difficile, notamment dans les formes d’AE histaminiques sans
urticaire ou dans les crises abdominales d’AE bradykinique. Les D-Dimeéres apportent ici une
aide importante. Comme I’avait déja évoqué Cugno et al. [11] aupres de 28 patients, nous
confirmons un taux significativement supérieur de D-Dimeres au cours de la crise d’AE
bradykinique, par rapport a des sujets contréles. En revanche, on note un taux plus bas de D-
Diméres au cours de la rémission (p<10) contrairement & Cugno et al. [11] qui ne retrouvait
pas d’intérét a la cinétique du marqueur. Augmenté aussi dans les crises d’urticaire et d’AE
histaminique [12], le taux de D-dimeres ne permet cependant pas de distinguer une origine
histaminique ou bradykinique a I’AE. Du fait d’'un manque probable de puissance, nous
n’avons pas mis en évidence de corrélation entre le taux de D-Dimeres et la sévérité de la
crise, comme il a été montré au cours de I’AE associé a une urticaire [13].

Un taux seuil de D-Diméres peut étre défini. Selon la courbe ROC (figure 3), le seuil
de 1.530 ng/mL est le plus exact et présente des performances intéressantes en termes de
sensibilité (90%) et de VPN (87.5%). Cependant, un seuil de 0.62 ng/ml donne une VPN de
100% ce qui permet d’exclure la possibilit¢é d’une crise d’AE (notamment dans les crises
abdominales isolées) a ce seuil par rapport a une autre étiologie de douleurs abdominales. En
revanche, la spécificité de ce test reste faible, du fait de I’importance des pathologies a

I’origine d’une augmentation de ce biomarqueur.

L’exploration du complément (antigéne et activité du C1INH, C4) n’est pas retrouvée

comme marqueur potentiel biologique de la crise d’angioedeme. Leur taux ne varie pas au
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sein du groupe des patients porteur d’un déficit en C1INH ou des patients présentant un AE
acquis aux IEC. Dans la littérature, ces résultats sont controverses par une étude de Suffiti et
al. [14] qui retrouvait un taux de complément significativement plus bas au cours de la crise
qu’en rémission ; cependant, Cugno et al. [11] et Kadjacsi E et al. [15] n’ont pas retrouvé
cette différence. L exploration du complément dans le cadre d’un bilan étiologique d’AE peut
donc étre réalisée indifferemment au cours ou & distance d’une crise pour affirmer le
diagnostic de déficit en CLINH. De plus, il n’existe pas de variation du complément lors des
crises d’AE histaminique, ce qui permet de réaliser ce dosage lors d’une crise eu urgence en
cas de doute diagnostic entre un AE bradykinique héréditaire (type 1 ou 2) et un AE

histaminique.

Enfin, le troisieme marqueur exploré dans cette étude est un marqueur du stress
endothélial : la VE-cadhérine, protéine transmembranaire participant aux jonctions adhérentes
entre cellules endothéliales [16]. Un cas récent [17] rapporte 1’élévation sérique de cette
protéine dans le sérum de patient au cours d’un épisode d’AE bradykinique, et I’augmentation
du taux de VE cadhérine soluble suite a I’exposition d’une monocouche de cellules
endothéliales a la bradykinine et la kallicréine [17]. Cette action est responsable d’une
augmentation de la perméabilité vasculaire par disjonction intercellulaire. Nous confirmons
dans notre étude I’intérét du dosage de la VE cadhérine lors des crises d’AE chez les patients
présentant un AE bradykinique par rapport au taux basal (J7 et/ou inclusion) ; en revanche, il
n’existe pas de différence significative du taux de VE-cadhérine lors d’une crise entre les
differents groupes (AE bradykinique, AE histaminique et témoins). La cinétique du marqueur
est rapide, et la corrélation entre ’intensité de 1’cedéme et le taux serique de VE-cadhérine
témoigne du lien physiopathologique probable entre le clivage de la VE-cadhérine

intercellulaire, la perméabilité vasculaire et la formation de I’cedeme. L’étude de cette
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cinétique montre que les variations de VE-cadhérine circulante sont extrémement rapides et
peut servir de marqueur biologique d’évolution pour un méme patient atteint d’AE
bradykinique dont les taux de base en VE-cadhérine sérique sont connus.

L’absence de différence entre les 3 groupes est le reflet de la faible spécificité de ce
marqueur, qui témoigne de I’agression vasculaire qui peut avoir lieu au cours d’un AE
bradykinique, d’un relargage histaminique important ou d’une affection intra-abdominale. Il
s’agit de la premiére description de la cinétique de la VE-cadhérine au cours d’AE
histaminiques, dont les résultats ne mettent cependant pas en évidence de variations
significatives. Un effectif plus important permettrait peut-étre de montrer une augmentation
de la VE-cadhérine comme reflet de la perméabilité vasculaire dans le groupe 2 au cours de la

crise, comme il a été montré au sein des AE bradykiniques.
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CONCLUSION

L’exploration des anomalies de la fibrinolyse et notamment le dosage des D-Dimeéres
constituent un bon marqueur de la crise d’AE bradykinique. Un taux seuil de D-Dimeéres a pu
étre déterminé pour permettre de différencier une crise abdominale au cours d’un AE
bradykinique d’une autre étiologie de douleurs abdominales. L’exploration de la VE-
cadhérine, protéine du stress vasculaire, ne permet pas de difféerencier un AE histaminique
d’un AE bradykinique, mais présente un pic caractéristique de la crise. La poursuite de ces
explorations biologiques et la confirmation par d’autres équipes devraient permettre d’utiliser
ces marqueurs en pratique courante pour le diagnostic différentiel entre ces deux formes
physio-pathologiquement différentes et dont I’identification conditionne la prise en charge

thérapeutique des patients.
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Table 1:

TABLEAU

Caractéristiques des patients a [’inclusion.

Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3
n 11 11 11
Homme (%) 2 (18%) 3 (27%) 7 (64%)
Age médian (années) 62 59 66
Durée
d’hospitalisation 34 45 125
(médiane en heures)
Déces (n) 0 0 1
Traitements Acide tranexamique : 2 Antalgiques
Antihistaminiques : 11
spécifiques entrepris Berinert® : 3 Palier 1:11
Corticoides : 6
(nombre de patients Firazyr® : 1 Palier 2 : 6
Pas de traitement : 0
traités) Pas de traitement : 7 Palier 3: 4
ORL:7 ORL: 10
Localisation des
Extrémités : 5 Extrémités : 3 NA
cedéemes
Abdominale : 2 Tronc : 2
EVA médiane HO 7 6 8

NA : non applicable
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Figure 1:

FIGURES

Résultats du dosage des D-dimeres en ng/ml chez les 11 patients presentant un AE

bradykiniques (groupe 1). La courbe en rouge représente la médiane pour chaque valeur de

temps (inclusion, HO et J7).
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Figure 2 :
Taux des D-dimeres (en ng/ml) & HO et J7 dans les 3 groupes, patients présentant un AE
bradykinique (groupe 1), histaminique (groupe 2), ou une douleur abdominale non

bradykinique et non histaminique d’étiologie connue (groupe 3).

Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3

* 1 p<0.05

** : n<10”
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Figure 3 :

Courbe ROC (Receiver Operating Curves) évaluant le taux des D-Dimeres en fonction de
["appartenance au groupe 1 (angioedeme bradykinique) ou 3 (témoins). Le seuil de 1.53
ng/ml apporte [’exactitude la plus importante (sensibilité . 0.900, spécificité : 0.636,

exactitude : 0.762).
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Figure 4 :

Taux de VE-cadhérine sérique en ng/ml a HO et J7 dans les 3 groupes de patients.

Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3

NS : Non Significatif
* 1 p<0.05

** : n<10”
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Annexe 1:
Cinétique des prélevements au cours de [’étude.
Les différents biomarqueurs sont indiqués avec les tubes nécessaires et les horaires de

prélévements.

Inclusion HO H3 H6 H12 H24 H48 J7
Renseignements
X X X X X X X X
cliniques
Traitement en
X X X X X X X X
cours
VE-cadhérine
X X X X X X X X
Tube jaune 7 mi
D-Dimeres
X X X
Tube bleu péle 5 ml
C1 Inhibiteur +
protéine C4
X X X
Tube jaune 5 mi
Tube bleu pale 5 ml
Sérologie EBV
X X X X
Tube jaune 7 ml
PCR EBV sang
X X X X
Tube EDTA mauve
Prélevement salive
(charge virale
X X X X
EBV)
(pot 40mL rouge)
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Annexe 2 :

Fiche de consentement de participation.

CONSENTEMENT DE PARTICIPATION

Titre identifiant la recherche :
« Détermination de biomarqueurs spécifiques de la crise d’angioedéme bradykinique »

CENTRE DE REFERENCE DES Promoteur :
ANGIOEDEMES CHU de Grenoble
CREAK
Direction de la Recherche Clinique et de
Investigateur principal : I’Innovation
Pr L. Bouillet CHU de Grenoble BP 217
CHU de Grenoble Tel : 04 76 76 84 55

Clinique universitaire de médecine interne
Tel. 0476 76 94 49

J'ACCEPTE DE PARTICIPER A CETTE RECHERCHE DANS LES CONDITIONS PRECISEES
CI-DESSUS

Si je le désire, je serai libre a tout moment d'arréter ma participation sans encourir aucune
responsabilité, aucun risque ou conséquence. J'en informerai alors le Dr. Bouillet Laurence.

Les données qui me concernent resteront strictement confidentielles. Je n‘autorise leur consultation que
par des personnes soumises au secret professionnel et collaborant a cette recherche.

Je pourrai a tout moment demander toute information complémentaire auprés des médecins
investigateurs.

J'accepte que les données enregistrées a I'occasion de cette étude puissent faire I'objet d'un traitement
informatisé, aprés I’anonymat, par le promoteur ou pour son compte. J'ai bien noté que mon droit d'acces prévu
par la loi informatique et liberté s'exerce & tout moment.

J’ai regu une fiche d’information détaillée. J'ai regu copie du présent document, j’ai été informé(e)
qu'une copie sera également conservée par les organisateurs dans des conditions garantissant la confidentialité, et
y consens. J’ai été informé que conformément a la réglementation sur les études cliniques, le CPP Sud Est V a
rendu un AVIS FAVORABLE pour la réalisation de cette recherche, en date du 12/09/2012 et a obtenu une
autorisation de I’ANSM.

Nom du volontaire : Nom de l'investigateur :
Date : Date :
Signature du volontaire : Signature de l'investigateur :
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Annexe 3 :

Fiche anonymisée d’inclusion des patients.

Initiales du patient :
(3 premieres lettresdunom) :/__ [ [ [
(2 premieres du prénom)/ [/

Date de naissance (JJ /MM /AAAA) :
Homme/femme :

Date et heure du début de la crise
JJ /MM /AAAA :
Heure/minutes :

Criteres d’inclusion :
[ ]-agée> 18 ans
[] - Crise d’AE bradykinique
[] - Crise d’AE histaminique
[] - Douleur abdominale d’origine connue
[ ] - affiliation a la sécurité sociale ou bénéficiaire d’un tel régime

Critéres de non inclusion :

[]- Crise d’AE d’étiologie inconnue

[]- Personne privée de liberté par décision judiciaire ou administrative, personne -faisant
I’objet d’une mesure de protection 1égale.

[ ]- Mineur.

ATCDS personnels médicaux et chirurgicaux :

Traitements en cours :

Type d’AE ou de douleur abdominale :
Type de crise : Faciale, ORL, abdominale

INtensSité :  0-----mmmm oo 10

Traitements réalisés pour cette crise (heure de la prise par rapport au début de crise et a
la prise de sang) :

Délai entre le début de la crise et le premier prélevement :
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CONCLUSION

THESE SOUTENUE PAR : Alban DEROUX

TITRE : Etude BIOBRAD : Recherche de marqueurs biologiques de la crise d’angioedeme.

Le diagnostic étiologique des angioedémes (AE) est difficile notamment en situation d’urgence.
Deux grands cadres nosologiques doivent étre évoqués : les AE histaminiques et les AE bradykiniques.
La distinction est basée sur la clinique exclusivement, en I’absence de marqueurs biologiques actuels.

Cette étude prospective monocentrique (protocole BIOBRAD) a étudié des marqueurs
biologiques chez trente-trois patients atteints d’AE bradykiniques, histaminiques et un groupe témoin
(onze patients dans chaque groupe).

L’exploration des anomalies de la fibrinolyse et notamment le dosage des D-Diméres constituent
un bon marqueur de la crise d’AE bradykiniques. Un taux seuil de D-Diméres (0.062 ng/mL) a pu étre
déterminé pour permettre de différencier une crise abdominale d’AE bradykinique d’une autre étiologie
de douleurs abdominales. L’exploration de la VE-cadhérine, protéine du stress vasculaire, ne permet pas
de différencier un AE histaminique d’un AE bradykinique, mais présente un pic caractéristique de la
crise. L’exploration des anomalies du complément et notamment le dosage du C4 et de Dactivité
fonctionnelle du C1 inhibiteur montre un taux stable pendant et aprés la crise, permettant de réaliser ce
dosage dans la pratique courante a distance de 1’épisode aigue.

La poursuite de ces explorations biologiques et la confirmation par d’autres équipes devraient
permettre d’utiliser ces marqueurs en pratique courante pour le diagnostic différentiel entre ces deux
formes physio-pathologiquement différentes et dont Iidentification conditionne la prise en charge

thérapeutique des patients.
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RESUME

Le diagnostic étiologique des angioedémes (AE) est difficile notamment en situation
d’urgence. Deux cadres doivent étre évoqués : les AE histaminiques, qui représentent 95%
des cas, et les AE bradykiniques plus rares mais au pronostic plus sévére. La distinction est
basée sur la clinique mais parfois il est difficile de les différencier ; il n’existe aucun
marqueur biologique de la crise. La recherche de marqueurs de soins courant pourrait
permettre une amélioration de la prise en charge de ces AE. Des travaux précédents ont
identifié des cibles : D-diméres, C4, VE cadhérine. Nous avons mené une étude prospective
¢évaluant les dosages de ces marqueurs au cours d’un épisode d’AE. Trois groupes de patients
ont été testés : AE bradykiniques (crises périphériques et abdominales), AE histaminiques, et
douleurs abdominales non bradykiniques, au moment (JO) puis a distance de la crise (J7). 33
patients ont été inclus, 11 dans chaque groupe. Le taux des D-dimeéres était élevé lors de la
crise d’AE bradykinique (médiane de 2.2 & JO versus 0.52 ng/mL & J7, p<10?), et
significativement supérieur au groupe témoin (2.2 versus 0.69 ng/mL respectivement,
p=0.01). La valeur seuil de 0.62 ng/ml permet d’obtenir une valeur prédictive négative de
100% pour I’AE bradykinique. Les protéines du complément étaient stables au cours de la
crise et a distance. Le dosage de la VE-cadhérine retrouve une augmentation du taux circulant
en crise (1990 a JO versus 1566 ng/ml a J7, p=0.01) ; les taux sont équivalents entre les AE
bradykiniques et histaminiques. L’exploration des D-Diméres constitue un marqueur

prometteur de la crise d’AE bradykinique dans les formes abdominales de diagnostic difficile.

Mots-clefs
Angioedeme; Bradykinine; Histamine; D-diméres; Biomarqueurs; VE-cadherine;

Complément.
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