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Par délibération en date du 3 mars 1967, la faculté a arrété que les opinions émises dans les
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I. Introduction

Le purpura thrombotique thrombocytopénique (PTT) est une microangiopathie
thrombotique (MAT) caractérisée par |'association d'une anémie hémolytique intravasculaire
mécanique, d'une thrombopénie périphérique et d'une défaillance d'organes de sévérité
variable (1). Sa prévalence est de 13 cas par million d’habitants et son incidence de 1 cas par
million d’habitants (2), touchant préférentiellement les femmes ; la mortalité reste élevée

(10 a 15%) malgré les progrés thérapeutiques récents (3).

La physiopathologie de la microangiopathie s'explique par I'accumulation de multi-
meéres de facteur Von Willebrand (FVW) de trés haut poids moléculaire dans les vaisseaux de
la microcirculation aboutissant a une agression endothéliale et a la formation de thrombi

plaquettaires responsables d'une ischémie d'aval.

La compréhension récente des mécanismes du PTT a considérablement avancé grace
a lidentification d’une métalloprotéase responsable du clivage des multi-meres de facteur
de Willebrand, appelée ADAMTS13 (A Desintegrin And Metalloproteinase with
Thrombospondin-I motifs). Depuis, il est établi que la plupart des patients atteints de PTT
ont un déficit sévere en ADAMTS13, alors que le déficit est modéré voire inexistant dans les
autres formes de MAT. L'étude des mécanismes de ce déficit a pu identifier deux causes
principales : I'existence de mutations du gene ADAMTS13 d’une part (3-4) et d’autre part la
présence d'auto-anticorps dirigés contre la protéase, inhibant I'activité enzymatique de
celle-ci (5). La découverte de ces auto-anticorps, en général inhibiteurs, a permis
d’individualiser une forme dite auto-immune de PTT responsable de prés de 75 % des PTT

acquis de I'adulte (3).
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Cependant, chez 20 a 25%, les IgG anti-ADAMTS13 ne sont pas détectables,
suggérant un autre mécanisme aboutissant a un déficit sévére en ADAMTS13 (3). A ce jour,
les caractéristiques cliniques, biologiques ainsi que la réponse aux thérapeutiques actuelles,
notamment les immunomodulateurs n‘ont pas été étudiées de facon spécifique laissant
supposer que les profils évolutifs des PTT acquis sans auto-anticorps pourraient étre

différents de ceux des PTT auto-immuns.

Ainsi, nous avons mené ce travail a partir de la base de données des MAT du centre
national de références des microangiopathies thrombotiques dont les objectifs étaient de

décrire cette population de PTT acquis IgG négatif et d’analyser leur devenir.

Il. PTT : Généralités et Traitements

1) Classification des microangiopathies thrombotiques

Le terme de MAT définit un syndrome regroupant un ensemble de pathologies
distinctes caractérisées par l'association d’'une anémie hémolytique mécanique avec
présence de schizocytes, d’'une thrombopénie périphérique et d'une défaillance d’organe de
sévérité variable. La physiopathologie de la maladie repose sur la présence de micro-thrombi

au niveau de la lumiére des capillaires et des artérioles de la microcirculation (6).

Les deux principales pathologies constituant le syndrome de MAT sont le purpura
thrombotique thrombocytopénique (PTT) et le syndrome hémolytique et urémique (SHU).
D’autres pathologies répondent aux criteres de MAT, notamment le syndrome HELLP
(Hemolysis, Elevated Liver enzymes, Low Platelet count) au cours de la grossesse, le
syndrome catastrophique des anti-phospholipides, la crise rénale sclérodermique ou la
thrombopénie induite par I’'héparine (6). Le syndrome de MAT s’observe également au cours
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de différentes pathologies tumorales, de l'infection par le virus de I'immunodéficience

humaine (VIH), de greffe de cellules souches hématopoiétiques, d’une hypertension

artérielle (HTA) maligne, ou secondairement a des médicaments (7).

Malgré des similitudes cliniques et biologiques, les différents syndromes de MAT ont

des mécanismes physiopathologiques distincts et une prise en charge thérapeutique

spécifique (Figure 1).

Syndrome de MAT
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Figure 1. Classification des MAT en fonction du déficit en ADAMTS13.
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(D’aprés Coppo et Veyradier, Réanimation 2005)
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2) Epidémiologie

L'incidence du PTT est évaluée entre 4 et 13 cas par million d’habitants et par an en
France, avec une nette prédominance féminine, et un sex ratio de 2 a 3,5 F/1H (2). Le PTT

survient généralement durant la quatrieme décennie avec un pic d’incidence avant 50 ans.

Le PTT est plus fréguemment rapporté chez I'adulte (~90% des cas de PTT) mais il
demeure I'une des deux principales entités de syndrome de MAT chez I'enfant avec le SHU

(~9%).

Le PTT acquis peut étre classé en deux groupes : idiopathique et secondaire. Dans une
étude de 2016 du centre de référence de 772 patients (8), la moitié des patients avait un
PTT d’origine idiopathique tandis que I'autre moitié était associée a un contexte clinique
particulier : principalement des infections, des pathologies auto-immunes, des cancers ou
des grossesses. Il a également été décrit de rares cas de PTT secondaires a une greffe de
moelle hématopoiétique, une infection au virus du VIH ou une cause médicamenteuse
comme la ticlopidine ou le clopidogrel. Trois-quarts des PTT étaient d’origine auto-immune
avec présence d’anticorps anti ADAMTS13 positifs, des le diagnostic dans 96% ou lors du
suivi dans 4% des cas (9). Chez 21 % des PTT il n’était pas retrouvé d’auto-anticorps a la
phase inaugurale (8). Chez ces patients les mécanismes physiopathologiques restent encore

mal compris.

Le PTT congénital ou « syndrome d'UPSHAW-SCHULMAN » concerne moins de 5% des PTT
et est de transmission autosomique récessif. Il existe plus d'une centaine de mutations

décrites dans la littérature (10).
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3) Historique

En 1982, Moake et son équipe rapportent I'existence de multiméres de tres haut poids
moléculaire du facteur von Willebrand (FYW) dans le plasma de quatre patients présentant
un PTT chronique et suggerent pour la premiére fois le réle du FYW dans la physiopathologie

du PTT (11).

En 1996, Furlan (12) et Tsai (13) purifiaient partiellement une protéase clivant le Facteur
Willebrand. En 1998, il a été démontré qu’un déficit fonctionnel sévére de cette protéase,
congénital ou acquis (présence d’auto-anticorps spécifiques), était responsable d’une
maladie rare appelée le purpura thrombotique thrombocytopénique (14). En 2001, grace a
I’approche génomique (15,16), la protéase a été identifiée comme étant le 13¥™ membre de
la famille de protéases ADAMTS et nommée ADAMTS13 (17). Depuis 2001, plusieurs études
dédiées aux MAT ont montré qu’une activité d’ADAMTS13 inférieure a 10 Ul/dl était

spécifique du PTT (18).

4) Physiopathologie du PTT

Le PTT est une forme particuliere de syndrome de MAT. Les mécanismes
physiopathologiques précis responsables du PTT n’ont été compris que récemment, suite a
la découverte d’ADAMTS13 (19). L'interaction du couple ADAMTS13/FvW est cruciale dans la
physiopathologie du PTT. ADAMTS13 clive les multimeres de FvW, contrdlant ainsi le
phénoméne d’agrégation plaquettaire. Son déficit sévere, congénital ou acquis, entraine un
défaut de clivage des multimeres de FvW, aboutissant a des formes multimériques de tres
haut poids moléculaires. L'accumulation de ces multimeres de trés haut poids moléculaire
dans les vaisseaux de la microcirculation aboutissant a une agression endothéliale et a la

formation de thrombi plaquettaires responsable d'une ischémie d'aval (3) (Figure 2).
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Figure 2 : Physiopathologie du Purpura Thrombotique Thrombocytopénique.

(d’apres Joly et al, Blood 2017)

A) Le Facteur von Willebrand

Le FYW est une protéine indispensable a I’"hémostase primaire et a la formation du clou
plaguettaire. Le géne du FvW est situé sur le chromosome 12 ; il s’exprime principalement
dans les cellules endothéliales et pour une petite part dans les mégacaryocytes. La synthése
de FvW se fait sous la forme d’une simple chaine polypeptidique qui sera soumise a de

nombreuses modifications post-traductionnelles.

La protéine mature de FYW est constituée de multiméres de différentes tailles, liés entre eux
de maniére covalente, allant du dimére (500kDa) au multimere associant plusieurs dizaines
de monomeres voire des multimeres de trés haut poids moléculaire (>15000kDa) (20). Les
dimeres sont assemblés dans le réticulum endoplasmique par création de ponts disulfures
en C-terminal. Les diméres s’associent pour former des multiméres au sein de I'appareil de

Golgi par création de ponts disulfures en N-terminal (21).
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La majorité du FvW est stockée dans les corps de Weibel-Palade, granules spécifiques des
cellules endothéliales, ou dans les granules a des plaquettes, pour étre sécrété dans le sous
endothélium ou dans le plasma. La sécrétion dans la circulation peut se faire de maniere
constitutive ou régulée, en cas d’activation spécifique des plaguettes ou des cellules

endothéliales (20).

Le FVW participe de maniere indirecte a la coagulation en se liant au facteur VIII pour limiter
sa dégradation protéolytique rapide et en stabilisant son activité coagulante. Dans
I’'hémostase primaire, en cas de lésions vasculaires, il sert de médiateur a I'adhésion
plaguettaire au sous endothélium (22). Ces fonctions sont dépendantes d’interactions

spécifiques entre les domaines fonctionnels du FYW et de ses ligands.

Une fois relargué dans la circulation, le FYW peut prendre différentes configurations. Sa
conformation globulaire permet une exposition des domaines A3 engagés dans la liaison
avec le collagéne de la matrice extracellulaire. A I'inverse, les sites de liaison aux plaquettes
sont masqués, prévenant la formation de thrombi. Enfin la conformation globulaire rend le

FvW résistant a la protéolyse par ADAMTS 13 en dissimulant le domaine A2 (23).

Le FYW peut ainsi parcourir I'endothélium ; en cas de lésion vasculaire il se lie au collagene
ce qui induit une modification de sa conformation qui devient filamenteuse, exposant ainsi
ses sites de liaison aux plaquettes qui seront recrutées pour adhérer a I’endothélium. Cette
conformation filamenteuse est favorisée par la majoration des forces de cisaillement en

regard des zones de lésions endothéliales (24).

De nombreux facteurs influencent le taux de FYW circulant : les groupes sanguins, |’ethnie,
I'age et le statut hormonal. Le FYW est plus bas chez les sujets du groupe O Lewis et les

populations caucasiennes. Du fait de sa sensibilité aux oestro-progestatifs, il est plus élevé
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chez les femmes et pendant la grossesse. Sa structure étant proche de certaines protéines
de linflammation, il est augmenté de maniére aspécifique en cas de syndrome
inflammatoire. Enfin, du fait d’'une synthése principalement endothéliale, il est augmenté
dans les pathologies induisant une dysfonction de I’endothélium, et notamment les maladies

auto-immunes.

La synthese de FVvW est régulée par les cellules productrices, mais également au niveau
plasmatique afin de limiter dans le temps I'agrégation plaquettaire. Cette régulation est

permise par I’ADAMTS 13 qui clive le FvW au niveau du domaine A2 (25) (Figure 3A).

B) Caractéristiques d’ADAMTS13

Le géne codant pour '’ADAMTS 13 (ADAMTS13) est situé sur le bras long du chromosome 9
(9934). Il contient 29 exons et mesure environ 37kb (21). ADAMTS13 est une
métalloprotéase pluri-domaines d’environ 180kDa. Sa synthése est assurée par le foie, les
cellules endothéliales, les mégacaryocytes et les plaquettes. La demi-vie plasmatique

d’ADAMTS13 est de 2 a 3 jours et environ 3 a 5% de ’ADAMTS13 circulante est liée au FvW.

Sa partie C-terminale peut se lier avec la forme globulaire de FYW via son domaine CK, pour
former un complexe circulant. C’est au niveau N-terminal que se trouvent les sites de
reconnaissance pour le FvW non globulaire, ainsi que son site enzymatique de clivage, zinc et
calcium dépendant (26).La seule fonction connue d’ADAMTS 13 est le clivage spécifique du
FvW, au niveau du pont peptidique Tyrl605-Met1606, un site cryptique situé dans le
domaine A2 qui devient accessible grace au déploiement du FYW en présence des forces de
cisaillement élevées. Les multimeres sont ainsi clivés en molécules de plus petite taille et de

moindre pouvoir adhésif. Ce clivage est indispensable a la prévention de la formation
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spontanée d’agrégats plaquettaires et limite la taille du clou plaquettaire formé en cas de

|ésion endothéliale (Figure 3B).
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Figure 3 : A) Domaines structuraux d’'un monomere de facteur Willebrand et
interactions avec ses principaux ligands. B) Domaines structuraux de la protéase

ADAMTS13 et interactions avec le FvW. (D’apreés Crawley et al, Blood 2011)

C) Roéle de I'endothélium

La libération de FYW de haut poids moléculaire par les cellules endothéliales est une étape

importante pour la survenue du PTT. Elle implique une activation endothéliale.

De nombreuses équipes ont rapporté I'implication de I'endothélium dans le PTT. Des études
in vitro sur des cellules endothéliales incubées avec du plasma de patients atteints de PTT
ont permis de mettre en évidence une augmentation des microparticules endothéliales
(MPE), marqueurs de dysfonction endothéliale, une majoration des activités pro-coagulante
et pro-adhésive, respectivement par I'expression de facteur tissulaire et d’'ICAM-1 et VCAM-
1 (27). In vivo, il a été noté que les MPE étaient riches en FYW chez les patients atteints de

PTT. La sévérité de la présentation clinique était corrélée au taux de MPE (28).
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Une dysfonction endothéliale précoce associant une diminution du NO, une majoration du
stress oxydant a été retrouvée dans un modele murin de PTT. Des mesures in vivo
identifiaient une majoration de I’expression des molécules d’adhésion (VCAM-1 et E-

selectine) (29).

Ainsi, chez I'homme, le PTT serait provoqué par un déficit en ADAMTS13 (héréditaire ou
auto-immun) sévere et un second événement serait nécessaire pour activer 'endothélium et

reproduire la maladie (« two-hit model »).

Cependant, l'origine de cette activation endothéliale n’est pas clairement établie. Les
modeles animaux de PTT ont permis de mieux comprendre le réle et I'importance de

I’activation endothéliale dans la physiopathologie de cette maladie.

Les modeles murins ont permis de démontrer que le déficit en ADAMTS 13 n’était pas
suffisant pour déclarer la maladie, malgré I'état pro-thrombotique induit par le grand
nombre de FYW de haut poids moléculaire. Des études in vivo sur la souris ont démontré
que pour les individus homozygotes ADAMTS 17, la taille des multiméres de FVW circulant
était plus importante, mais ne suffisait pas a induire la formation de thrombi et une
thrombopénie. Aprés stimulation par injection de collagéne et adrénaline, la thrombopénie
était plus sévere chez les individus homozygotes (30). Dans un autre modéle de souris
déficiente pour ADAMTS 13, une stimulation par vérotoxines était nécessaire pour
reproduire les symptémes de PTTRORI; I'injection de shigatoxines étant capable d’induire la
sécrétion de FYW en plus grande quantité (31). Il a été également possible de reproduire ces
résultats en injectant une dose supra-physiologique de FW recombinant humain (2000

U/kg), équivalent au relargage massif de FW provoqué lors d’une puissante activation
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endothéliale (32,33). Ainsi, une activation endothéliale par des facteurs systémiques, semble

étre nécessaire pour déclencher la pathologie.

5) Manifestations cliniques

Cliniguement, le PTT est défini comme I'association d’'une anémie hémolytique
mécanique, d’une thrombopénie périphérique de consommation et de défaillances
d’organes avec une atteinte neurologique prédominante. Le début de la maladie est brutal.
Selon les séries de cas rapportés, la fievre est présente dans 59 a 98% des cas. Une atteinte
cérébrale s’observe dans 84 a 92% des cas et regroupe une grande variété sémiologique
allant du tableau de confusion avec obnubilation, céphalées, troubles de la conscience
jusgu'au coma. L'atteinte rénale est quant a elle le plus souvent modérée au cours du PTT
contrairement aux tableaux de SHU, et consiste principalement en une protéinurie et/ou
une hématurie. Une insuffisance rénale aigue est présente dans 30% des cas selon les séries

(34). Il s'agit le plus souvent d'une atteinte vasculaire.

Outre les 2 atteintes principales, tous les organes peuvent étre concernés. Néanmoins, |'une
d'entre elle, I'atteinte cardiaque est particulierement intéressante, d'une part par la gravité
gu'elle impose et d'autre part, par le fait qu'elle fut longtemps méconnue ou peu
recherchée. Les séries mentionnent une atteinte cardiaque dans 15 a 60% des cas de PTT
(35). L'atteinte cardiaque aurait également une valeur pronostique. En effet, dans I'étude de
Benhamou et al. (36), un taux de troponine Ic supérieur a 0.25 pg/L était décrit comme seul
facteur prédictif indépendant de mortalité et de rechute. Le PTT évolue classiquement par

poussées entrecoupées de périodes de rémission clinique.

Les fréquences des principales atteintes d'organes sont résumées dans le tableau 1 et sont

issues du registre national britanniques et francais.
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UK Registry TTP Registre Frangais PTT

2008 2016
Nombre 178 772
Femmes 75% 68%

Age médian 39 ans 43 ans
Atteintes SNC 81% 61%
Atteintes cardiaques 42% 31%
Atteintes rénales 30% 40%
Déces 8.5% 12%

Tableau 1 : Caractéristiques démographiques et cliniques du PTT issues des registres Britannique et

Frangais.

6) Diagnostic biologique

Les principales anomalies biologiques définissent le syndrome de MAT sont la
thrombopénie et I'anémie. La thrombopénie est constante, profonde, le plus souvent
inférieure a 30 g/L. L'anémie est par définition hémolytique, profonde et régénérative. La
présence de schizocytes est la regle, cependant leur absence n'élimine pas le diagnostic et |a
recherche doit étre répéter au minimum 3 fois. La troponine Ic est un marqueur de
I'atteinte cardiague au cours du PTT mais également un marqueur pronostique. Une

protéinurie et une hématurie peuvent étre présentes et témoignent d’une atteinte rénale du

36



PTT. Le bilan de coagulation est généralement normal. Le test de Coombs est en général

négatif mais s’il est positif, il ne doit pas exclure le diagnostic de PTT.

L'étude de I'activité ADAMTS13 est a réaliser devant tout syndrome de MAT en phase
aigué (parametre sensible et spécifique pour le diagnostic de PTT), idéalement par des
méthodes de références. En France, la méthode de référence est le FRETS-VWF73, une
méthode reproductible avec une limite de détection a 10 Ul/dI (37). Une activité ADAMTS13
normale est comprise entre 50 et 150 Ul/dl. Un déficit fonctionnel sévére en ADAMTS13

(activité ADAMTS13 inférieur 10 Ul/dI) confirme le diagnostic de PTT (3).

Une activité ADAMTS13 diminuée de l'ordre de 20 a 40% peut se voir au cours de
différentes situations pathologiques comme la coagulation intravasculaire disséminée, la
cirrhose hépatique, le purpura thrombopénique idiopathique et le lupus érythémateux
disséminé non compliqué de MAT (38). Cette activité peut également été abaissée
classiqguement entre 40 et 50% chez le sujet dgé, le nouveau-né, la femme enceinte ou en

période postopératoire.

Coppo et al. ont rapporté que l'association de 3 facteurs biologiques (créatininémie <
200umol/L, plaquettes < 30 000/mm3 et anticorps antinucléaires présents) était prédictive
d'un déficit sévere en ADAMTS13 (39). Ainsi, la reconnaissance d'un déficit sévere en
ADAMTS13 est nécessaire pour faciliter le diagnostic précoce de PTT et pour identifier des

sous-groupes de patients relevant probablement d'un traitement plus agressif.

Par ailleurs, le suivi biologique de I'activité ADAMTS13 en rémission est recommandé
chez tous les patients PTT car ce parameétre biologique est le seul facteur prédictif du risque

de rechute de la maladie (40).
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En cas de déficit fonctionnel sévere en ADAMTS13 (activité< 10 Ul/dI), la recherche et
le titrage des 1gG anti-ADAMTS13 permettent de mettre en évidence la présence des auto-
anticorps dirigés contre ADAMTS13 et donc de caractériser le mécanisme du déficit (auto-

immun, autres mécanismes) (41).

7) Traitements

Le traitement du PTT est toujours une urgence vitale et doit étre débuté sans attendre
la confirmation biologique obtenue par la mesure effondrée de I|'activité ADAMTS13.
L'importance de survenue des complications au cours des premiers jours nécessite une prise

en charge en soins intensifs immédiate pour débuter le traitement.

Plusieurs cibles thérapeutiques existent dans le PTT : la protéase ADAMTS13, les auto-

anticorps anti-ADAMTS13 et I'axe FVW/plaquettes (Figure 4).

Replacement therapy
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Figure 4 : Cibles Thérapeutiques dans le PTT.

(D’apreés Joly B and al, Int Care Med 2017)
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A) Traitement du PTT acquis avant 2018 (Figure 5)

PTT inaugural

'

Traitement de premiére ligne

e Plasmathérapie quotidiennes 60 mi/kg (42,43)
e corticostéroides (44,45)

! :

réponse complete* PTT réfractaire*® Exacerbation*

L

!

Traitement des réponses sous-optimales

e Double échange plasmatique (46,47)

e Introduction de Rituximab (48-51)

e + immunosuppresseurs (cyclophosphamide
(52), ciclosporine A (53))

e i+ Splénectomie (54,55)

Rémission et Suivi
(consultation, monitorage de I'activité ADAMTS13)

Rémission durable* Activité ADAMTS13<10% au cours du suivi
\ 4
L
Rechute Traitement Préemptif

eRituximab (56)
o+ Ciclosporine A (57)
e+ Splénectomie (55)

Figure 5 : Traitements des formes acquises de PTT avant 2018 (* voir Tableau 2)
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B) Traitement du PTT acquis a I’ere des thérapies ciblées (apres 2018) (Figure 6)

PTT inaugural

v

Traitement de premiére lighe*

e Traitement standard (EP+ corticothérapie)

e + Caplacizumab 10 mg/j quotidiennement durant EP, puis 30 jours
supplémentaires (58-60)

e + Rituximab J1-J4-)8-J15 (61-63)

! |

réponse compléte* PTT réfractaire* Exacerbation*

X

Traitement des réponses sous-optimales

e Poursuite du traitement de premiére ligne
e Double échange plasmatique (46,47)

e bolus de cyclosphosphamide (52)

e Splénectomie (54,55)

Rémission et Suivi
(consultation, monitorage de I'activité ADAMTS13)

Rémission durable* Activité ADAMTS13<10% au cours du suivi
! l
Rechute Traitement Préemptif

e Rituximab (56)
e + Ciclosporine A (57)
e +Splénectomie (55)
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Mortalité 10-20% malgré thérapeutiques actuelles

Perspectives thérapeutiques

| e N-acétylcystéine (64,65, étude pilote en cours) |
| e ADAMTS13 recombinante (32,66,67) |

Figure 6 : Traitements des formes acquises de PTT a I’ére des thérapies ciblées (*

étude Caplavie)

I1l.Mécanismes de I"auto-immunité anti-ADAMTS13

Dans le PTT acquis, le développement d’anticorps anti-ADAMTS13 est le résultat d’une
rupture de la tolérance vis-a-vis de I’ADAMTS13 endogéne. Elle est favorisée par des
facteurs environnementaux et génétiques. A ce jour, les mécanismes de rupture de

tolérance restent encore mal compris et peu connus.
1) Etude des Lymphocytes B et épitopes B
A) Réle des Lymphocytes B

Les différentes sous-populations lymphocytaires B présentes chez 36 patients atteints de PTT

acquis en rémission ont été comparées a des témoins appariés sur I’age et le sexe (68).

La proportion moyenne de lymphocytes B totaux (CD19+) était significativement plus
importante chez les patients PTT. Cependant seuls 50% des patients avaient des anticorps
spécifiques anti-ADAMTS13 au moment de I'étude, dont 4 avec une activité ADAMTS13<10%
et ils n’étaient pas observé de différence entre les patients n’ayant jamais fait de rechute et
les patients re-chuteurs.
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Concernant les lymphocytes B « mémoires » (CD19+CD27+), on ne retrouvait pas de
différence entre témoins et patients mais parmi les patients, ceux avec rechute avaient une
proportion de lymphocytes CD19+CD27+ significativement plus importante que les patients
sans rechute. Ces résultats suggérent que le risque de rechute serait augmenté en cas

d’augmentation du taux de lymphocytes B CD19+CD27+.

Récemment, il a été montré que des lymphocytes B mémoires spécifiques d’ADAMTS13 sont
localisés dans la rate de patients atteints de PTT acquis. Ces lymphocytes expriment des
immunoglobulines anti-ADAMTS13 dont les motifs CDR3 (complementarity determining
region 3) de la chaine lourde sont uniques et récurrents, suggérant un réarrangement des
génes d'immunoglobuline secondaire a une réponse immunitaire spécifique anti-ADAMTS13

(69).

B) Auto-anticorps anti-ADAMTS13

Les premiers anticorps anti-ADAMTS13 et leur pouvoir pathogene ont été identifiés dés
1998, avant méme la découverte d’ADAMTS13. Le titrage des anticorps est positif dans pres
de 75% des PTT acquis a la phase inaugurale, et la réponse auto-immune dirigée contre
ADAMTS13 est polyclonale (70). Il s’agit principalement des IgG, mais des anticorps
d’isotypes IgM ou IgA ont également été décrits chez 20% des patients (71). Parmi les sous-
classes d’lgG, les 1gG4 sont les plus fréquemment retrouvées (90% des cas), suivie par les
sous-classes d’lgG1, 1gG2 et IgG3. La distinction entre les isotypes et les sous-classes d’'lgG
semble avoir une valeur pronostique dans le PTT. En effet, la présence d’IgA et/ou IgG1 a la
phase inaugurale du PTT est associé a un pronostic défavorable et un taux élevé d’lgG4 serait

associé a un risque élevé de rechute.
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Les auto-anticorps reconnaissent majoritairement le domaine spacer de la protéase (97-
100% des anticorps) ; Cette région correspond a un des sites de fixation d’ADAMTS13 avec le
domaine A2 du FvW, ainsi, les anticorps anti-ADAMTS13 reconnaissant ce domaine
inhiberaient le clivage des multiméres de FVvW en limitant les interactions entre ADAMTS13
et FvW. Cependant, deux-tiers des patients ont également des anticorps dirigés contre
d’autres domaines d’ADAMTS13, soulignant le caractére polyclonal de la réponse

immunitaire dans le PTT auto-immun.

Sur le plan fonctionnel, deux types d’auto-Anticorps anti-ADAMTS13 ont été décrits : des
anticorps « neutralisants », bloquant I'activité catalytique d’ADAMTS13 et des anticorps «
non neutralisants », qui se complexent a ADAMTS13 et accélérent ainsi sa clairance de la

circulation sanguine (72,73,74).

Des complexes immuns circulants (CIC) anticorps/ADAMTS13 ont d’ailleurs été détectés
dans le plasma de certains patients, et ils seraient associés a un plus grand risque de rechute
(75). Ces deux mécanismes sont responsables d’un déficit sévere de I'activité d’ADAMTS13

et ils coexistent trés souvent chez les patients atteints de PTT acquis.

Ces anticorps surviennent de maniére transitoire et disparaissent le plus souvent sous
traitement, lors de la rémission clinique, parallelement a une normalisation de l'activité
d’ADAMTS13. Chez certains patients cependant, malgré la rémission clinique, ces auto-
anticorps persistent avec, parallelement, une activité d’ADAMTS13 qui reste indétectable.
Cette situation expose le patient a un risque important de rechute d’environ 40% a 60% au

cours des deux ans apres la premiere poussée, et probablement 100% a long terme.

Cependant, I'absence d’IgG anti-ADAMTS13 ne permet pas d’écarter formellement

I’hypothese de PTT acquis auto-immun, surtout qu’a I'heure actuelle, I'absence de
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standardisation et la reproductibilité limitée du test rendent difficile I'interprétation des

résultats d’une équipe a I'autre et d’une publication a 'autre.

2) Intervention du complexe majeur d’histocompatibilité

L'incidence accrue du PTT dans les populations noires africaines et antillaises et la
description d'un PTT acquis chez deux jumelles (76) a suggéré |'existence d'un terrain

génétique prédisposant.

Parmi les facteurs génétiques pouvant influencer la survenue d’'une maladie auto-immune,
I’haplotype HLA (Human Leucocyte Antigen) est le principal facteur retrouvé dans de
nombreuses pathologies (77). En effet, les cellules présentatrices d’antigéne initient la
réponse immunitaire anti-ADAMTS13 en présentant la protéine endocytée aux lymphocytes
T CD4+ via les molécules HLA de classe Il. Ainsi, trois études ont montré que le PTT acquis est
associé a certains alléles du systéeme HLA (78-80). Ces études, portant au total sur 165
patients, ont toutes retrouvé que l'allele DRB1*11, et dans une moindre mesure DQB1*03,
constituait un facteur de risque pour la survenue de PTT acquis. A l'inverse, d’autres alleles

comme DRB1*04 semblent étre protecteurs vis-a-vis de la maladie.

Au total, cette restriction HLA observées dans le PTT confirme I'importance d’une aide des
lymplocytes T CD4+ dans la production d’lgG ayant subi une maturation d’affinité. Les
lymphocytes T CD4+ pourraient avoir un rble dans la rupture de la tolérance vis-a-vis

d’ADAMTS13.
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3) Role des lymphocytes T

Sorvillo et al. ont montré en 2012, que la protéine était reconnue et endocytée par les
cellules dendritiques dérivées des monocytes immatures du sang périphérique humain.
Cette endocytose est médiée par le récepteur MMR « mannose macrophage receptor »
membranaire (81). Elle est ensuite présentée aux lymphocytes T CD4+ par les cellules
dendritiques. La restriction HLA-DR11 retrouvée chez les patients implique que la fagon dont
est présentée ADAMTS13 aux lymphocytes T CD4+ intervient dans cette rupture de
tolérance. De méme, lisotype IgG des anticorps et la présence d’hyper-mutations
somatiques dans les génes codant les domaines variables des anticorps indiquent que les
lymphocytes B ont subi une maturation sous le controle de lymphocytes T CD4+ spécifiques
d’ADAMTS13. Cependant, les déterminants de la réponse immunitaire T CD4+ anti-
ADAMTS13 ne sont pas connus. Un travail récent a permis d’identifier plusieurs épitopes T
d’ADAMT13 chez des patients DR11, dont un, localisé dans le domaine CUB2 apparait

étre immuno-dominant (82).

4) Autres mécanismes impliqués

D’autres facteurs déclenchants et d’autres facteurs de risque sont impliqués dans I'auto-
immunité anti-ADAMTS13 : les maladies auto-immunes, les infections, le complément, le

sexe féminin, I’ethnie.

A) Les manifestations auto-immunes

Le PTT est associé dans pres de 20% des cas a des manifestations auto-immunes ou

évocatrices d’auto-immunité, comme un tableau de polyarthrite chronique non destructrice,
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des lésions de lupus cutané, un syndrome de Raynaud ou des endocrinopathies auto-

immunes. Enfin, on retrouve souvent des antécédents familiaux de maladie auto-immune.

Différents auto-anticorps peuvent étre observés dans le PTT acquis. Des anticorps
antinucléaires sont retrouvés chez 30 a 50% des patients (83) et des auto-anticorps dirigés
contre la glycoprotéine membranaire CD36 (située a la surface des cellules endothéliales et
des plaquettes), ont été mis en évidence dans 60 a 85% des cas de PTT (84,85). De maniére
intéressante, les anticorps anti-CD36 ont la propriété d’induire une activation et une
agrégation plaquettaire (86). Enfin, le CD36 peut fixer ADAMTS13 via les domaines TSR, on
peut donc supposer que les auto-anticorps anti-CD36 pourraient altérer I'activité in vivo
d’ADAMTS13, en inhibant I'ancrage de celle-ci a la surface de I'endothélium, et ainsi
empécher sa liaison avec les multiméres de FW (87). Cependant, cette hypothése séduisante
n’a pas été validée in vitro et le réle direct des anticorps anti-CD36 dans la physiopathologie
du PTT acquis reste incertain. Comme les anticorps antinucléaires, ils pourraient n’étre

finalement que I'un des multiples témoins du contexte auto-immun existant dans le PTT.

B) Les infections

Plusieurs études suggérent que les infections jouent un réle important dans le
déclenchement de la maladie (88-90), a la fois lors de la poussée inaugurale et lors des
rechutes ; de nombreux agents infectieux ont été retrouvés chez des patients. Dans un
travail récent du CNR-MAT portant sur 280 patients atteints de PTT, une infection précédait
la poussée dans 41% des cas mais la présence d’une infection n’avait pas de conséquence
sur le pronostic du PTT.

Le réle des infections dans la survenue de la maladie pourrait passer par une activation

endothéliale, ce qui conforterait I’hypothese d’un déclenchement de la maladie en deux
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évenements, comme pour le modele murin. Cette activation de I’endothélium parait étre
non spécifique, d’origine inflammatoire et conduit au relargage de multiméres de FvW.
Cependant, il a été montré récemment que les taux plasmatiques de myélopéroxidase,
libérés par les polynucléaires neutrophiles activés, comme par exemple lors d’un épisode
infectieux, étaient augmentés a la phase initiale du PTT (91). La myélopéroxidase pourrait
alors avoir un effet direct inhibiteur sur ADAMTS13, par un mécanisme oxydatif, comme cela
a été démontré in vitro (92).

Une autre hypothése permettant d’expliquer le role des infections dans la survenue du PTT
acquis serait une réaction immunitaire croisée avec un mimétisme moléculaire entre

ADAMTS13 et un agent pathogene (41).

C) Leréle du complément

Le réle du complément au cours du PTT a été évoqué notamment dans la survenue des
Iésions endothéliales (93), indépendamment ou non d’une infection, du fait, entre autres, de
taux sanguin plus élevé de C3a et de C5a chez des patients atteints de PTT acquis a la phase
aigué comparativement aux patients en rémission (94). Cette élévation du C3a a également
été retrouvée dans une cohorte de 33 patients atteints de PTT acquis, tout comme une
augmentation du complexe C5b9 soluble en comparaison a des témoins (95). De plus, une
diminution du C3 était retrouvée chez 15% des patients a la phase aigué, témoignant d’une
consommation du complément par la voie alterne. Dans cette étude, la persistance des
anticorps inhibiteurs anti-ADAMTS13 en rémission était associée a une augmentation de
I'activation du complément. Enfin, dans une autre étude portant sur 28 patients,
I'augmentation de I'activation du complément était associée au niveau de sévérité de la

maladie et constituait un facteur de risque de mortalité (96).
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IV. Etude

Profil évolutif du PTT acquis sans auto-anticorps

Expérience du Centre de Référence Francgais des Microangiopathies
Thrombotiques.

1) Rationnel de I'étude

Le PTT est une pathologie rare, définie par des critéres biologiques (anémie
hémolytigue mécanique, thrombopénie de consommation), des critéres cliniques
(présence de signes d’ischémie multiviscérale touchant principalement le cerveau) et un
déficit fonctionnel sévére en ADAMTS 13 pathognomonique. L’étude des mécanismes de
ce déficit a pu identifier deux causes principales : d’'une part une forme congénitale due
a l'existence de mutations du gene ADAMTS13 et d’autre part une forme acquise auto-
immune secondaire a la présence d'auto-anticorps dirigés contre la protéase, inhibant
I'activité enzymatique de celle-ci. Dans la forme acquise, la plasma-thérapie substitutive
ne suffit pas a traiter les poussées et éviter les rechutes. Des médicaments
immunomodulateurs permettant de supprimer la production d’anticorps anti-ADAMTS
13 sont le plus souvent nécessaire. Cependant, chez 20 a 25% des PTT acquis, les 1gG
anti-ADAMTS13 ne sont pas détectables, suggérant un autre mécanisme aboutissant a
un déficit sévere en ADAMTS13 (3). Jusqu’a présent aucune étude n’a décrit
spécifiguement les cohortes de PTT acquis de cause inconnue. C'est pourquoi, une étude
globale de la cohorte francaise de PTT acquis a 1gG négatif a partir du registre du CNR-

MAT permettrait d'une part d’établir des caractéristiques démographiques,
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épidémiologiques et clinico-biologiques et d’autre part de se questionner sur la
pertinence de l'utilisation des traitements immunomodulateurs et notamment du
rituximab dans cette population. L'objectif principal de ce travail est donc de caractériser
les patients PTT acquis a IgG négatif a la phase inaugurale et d’en analyser le profil

évolutif.

2) Matériel et Méthodes

A) Schéma de I’étude et patients

Il s'agit d'une étude de cohorte rétrospective multicentrique réalisée a partir de
données du registre national des MAT recueillies de I’an 2000 a aujourd’hui. Le recueil des
données des patients est facilité par I'existence de centres de compétences régionaux qui

permet de centraliser et d'uniformiser la gestion des patients.

Nous avons effectué entre janvier 2000 et décembre 2019, une analyse transversale
du registre national pour identifier parmi les suspicions cliniques de MAT, les patients PTT
IgG négatif a la phase inaugurale de la maladie. Les critéres d’inclusion dans I’étude étaient :
i) un tableau clinique de MAT (anémie hémolytique mécanique, thrombopénie de
consommation, avec ou sans signe d’ischémie multiviscérale); ii) un déficit fonctionnel
sévere en ADAMTS 13 (activité < 10 Ul/dL par FRETS-VWF73 ou par test ELISA) ; iii) I'absence
d’auto-anticorps anti-ADAMTS 13 a la phase inaugurale. Les patients qui avaient une forme
congénitale de la maladie (activité ADAMTS 13 indétectable en rémission et présence de

mutation du géne ADAMTS 13) ont été exclus de I'analyse.
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L'ensemble des dossiers médicaux des patients a été analysé afin de colliger toutes
les données. Les données collectées lors du diagnostic et durant le suivi, pour chaque patient

comprenaient :

- des données démographiques (l'age au diagnostic, le sexe, la date du diagnostic, un
contexte clinique préexistant ou concomitant (infections, cancers, VIH, maladies auto-

immunes, grossesse, transplantation, médicaments)).

- des données cliniques et biologiques en lien avec le PTT : La présentation clinique (fiévre,
atteinte du systéme nerveux central, atteinte cardiaque, atteinte digestive, atteinte rénale),
et biologique (taux d'hémoglobine, de plaquettes, de LDH, de créatinine (en pmol/L)),
I'activité ADAMTS13, la présence et le titre de l'anticorps anti-ADAMTS 13 a la phase
inaugurale et lors du suivi, les traitements recus (échanges plasmatiques, Plasma frais
congelé, corticothérapie, rituximab, autres traitements spécifiques du PTT), I’évolution du
PTT avec la survenue d’une rémission, d’une exacerbation, d’'un déces, d’une ou plusieurs
rechutes, les traitements regus lors des rechutes (rituximab, autres traitements du PTT), la

réponse au rituximab.

B) Définitions

Pour chaque patient, la survenue d’une rechute, d’'une exacerbation ou du déces
était systématiquement répertoriée. La réponse clinique était définie comme une
normalisation prolongée du taux de plaquettes (>150G/L) et des LDH (< 1,5 fois la normale)
apres l'arrét des échanges plasmatiques. La rémission compléete était définie comme une
réponse clinigue maintenue apres 30 jours d’arrét des échanges plasmatiques. La rechute
est définie comme la réduction du taux de plaguettes (< 150G/L) avec ou sans symptomes

cliniques apres au moins 30 jours d’arrét des échanges plasmatiques. L'exacerbation est
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définie comme la réduction du taux de plaquettes (< 150G/L) ou une augmentation du taux
de LDH (> 1,5 fois la normale) avec ou sans symptomes cliniques dans les 30 jours suivant
une réponse clinique, et nécessitant la reprise des échanges plasmatiques (48). Les patients
avec une carence persistante sévere en ADAMTS13 a 6 mois ou qui rechutaient dans les
deux ans aprés la premiéere perfusion de rituximab étaient considérés non-répondants (56)

(Tableau 2).
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Rémission complete

Résolution complete des manifestations neurologiques (ou
stabilisation d’'une anomalie neurologique considérée comme une
séquelle permanente) et d’une insuffisance rénale et récupération
d’un taux de plaguettes normal (=150x10°/L) pendant au moins deux

jours.

Rémission durable

Réponse complete sans thrombopénie, insuffisance rénale ou
aggravation clinique pendant au moins 30 jours apres le premier jour

de normalisation du taux de plaquettes.

Exacerbation

Aggravation de manifestation neurologique et/ou récurrence de
thrombopénie (<100x10°%/L > 2 jours) et/ou aggravation de
thrombopénie (décroissance de plus d’un tiers du plus haut taux,
pendant au moins deux jours) sans autre cause identifiable, avant

d’atteindre la rémission durable.

Rechute

Réapparition de manifestation neurologique, d’insuffisance rénale
et/ou de thrombopénie (<100x10°/L pendant au moins deux jours)

sans autre cause identifiée apres la rémission durable.

Réfractaire

Taux de plaquettes apres 4 jours de traitement intensif inférieur a

deux fois le taux initial, associé avec un taux élevé persistant de LDH.

Réponse sous optimale

PTT réfractaire ou exacerbation de PTT sous traitement standard.

Tableau 2 : Définitions de I’évolutivité d’un PTT sous traitement
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C) Procédures

L’étude phénotypique d’ADAMTS13 (activité, recherche d’auto-anticorps anti-ADAMTS13) a
été réalisée sur du plasma pauvre en plaquettes, obtenu aprées centrifugation et conservé
dans la bio-banque du laboratoire d’ADAMTS13 a -20°C ou -80°C. Chez certains patients, du
sang a également été prélevé sur EDTA pour analyse génétique.

La mesure de l'activité ADAMTS13 était réalisée en premiere intention devant tout
syndrome de MAT en phase aigué et dans le suivi biologique des patients en rémission. Un
déficit fonctionnel sévére en ADAMTS13 (< 10 Ul/dL) a permis de confirmer le diagnostic de
PTT au moment d’une poussée clinique et constitue un facteur prédictif de rechute lors du
suivi en rémission clinique.

En France, la méthode de référence est le FRETS-VWF73, une méthode reproductible avec
une limite de détection a 10 Ul/dL. Un test ELISA est utilisée dans certains centres (97). Le
délai de réalisation des tests d'activité ADAMTS13 était de 1 a 4 jours.

La détection et le titrage des IgG anti-ADAMTS13 du plasma testé est réalisée a I'aide du kit
TECHNOZYME ADAMTS13-INH ELISA kit (Technoclone, Vienne, Autriche), permettant la
détermination de concentrations spécifiques d'lgG anti-ADAMTS13. Le titre 1gG anti-
ADAMTS 13 est considéré positif s’il est supérieur a 25 Ul/mL. Cette technique ne mesure
que les IgG libres et non les éventuelles IgG complexées a ADAMTS 13.

L'ADN génomique des patients a été criblé pour rechercher des mutations par séquencage
de la séquence codante du gene ADAMTS 13 (NM_139025.3) avec le séquenceur capillaire
ABI3130XL Big Dye version 3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) et analysé avec

Seqscape version 2.5 (Applied Biosystems).
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D) Analyses statistiques

Les informations collectées sur les fiches individuelles ont servi de base a l'analyse
statistique. Celle-ci est réalisée a l'aide du logiciel STAT VIEW (Version 5.0 de SAS
Institute.Inc) et du Logiciel PRISM® version 6.0 (Graph Pad). Les résultats sont exprimés en
médiane avec [min-max] interquartile ([IQR] 25%-75%) pour les parametres quantitatifs et

en pourcentages (%) et en nombre pour les paramétres qualitatifs.

Une valeur de p < 0.05 est considérée comme significative.

Les tests statistiques suivants ont été utilisés :

- test de chi-deux ou le test exact de Fisher pour la comparaison de fréquences observées

dans deux groupes indépendants selon la fréquence théorique.

- Le test t de Student pour I'analyse de deux variables quantitatives indépendantes.

3) Résultats

Du 1°¢" Janvier 2000 au 31 décembre 2019, 10780 patients suspects de MAT ont été
inclus dans le registre. Les patients avec une activité ADAMTS 13 détectable (supérieure a
10%) ont été exclus. Au total, 1325 patients avaient un déficit sévere en ADAMTS 13. Sur les
1325 patients avec un déficit sévere en ADAMTS 13, les patients qui avaient des IgG positif >
25 Ul/mL a la phase inaugurale et les patients UPSHAW-SCHULMAN connus étaient exclus.
Au total, 273 patients (20%) PTT acquis a IgG négatif ont été inclus dans I'analyse, dont 261
patients issus du registre CNR, 10 patients du CHU de Bordeaux et 2 patients du CHU de Lyon

non répertoriés dans la base (Figure 7).
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Nous avons classé les PTT acquis 1gG négatifs en fonction de la présentation clinique
au premier épisode (forme idiopathique ou associé a un contexte clinique particulier). La
présentation inaugurale de la maladie est idiopathique dans 30% des formes acquises de PTT
IgG négatif et secondaire (infections, grossesse, cancers, greffes, maladies auto-
immunes principalement le lupus érythémateux systémique, le syndrome des anti-
phospholipides et le syndrome de Gougerot-Sjogren, infection VIH, médicaments comme la
ticlopidine ou clopidogrel, autres causes (hépatite alcoolique aigue, cirrhose décompensée

ou post-opératoire d’une chirurgie lourde...) dans 70% des cas (Figure 8).

10780 patients suspects de MAT
CNR de 2000 a Aujourd’hui

.| Exclusion de 9455 patients
MAT avec activité ADAMTS13>10%

vy
1325 patients PTT
1°" épisode de MAT

982 PTT acquis IgG+
72 PTT congénitaux
10 PTT avec données mangquantes

A J

vy

273 PTT acquis IgG-
(12 PTT acquis lgG- hors CMR)
83 idiopathique PTT
150 non idiopathique PTT

Figure 7 : Design de I’étude
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MW idiopathique W infections M cancers
W transplantations W autres W maladies auto-immunes

M grossesses M infections VIH B médicaments

Figure 8 : Représentation du statut idiopathique et des différents contextes

cliniques associés au PTT.

A) Caractéristiques démographiques et clinico-biologiques de la population étudiée a la

phase inaugurale

L’age médian au diagnostic est de 51 ans (IQR 34-66 ans) et le sex ratio est de 1.3F/1M (156
femmes et 117 hommes). Une fiévre est décrite chez 38% des patients. Une forme
neurologique est présente dans 52% des cas (54 patients (20%) avec seulement des
céphalées et/ou une confusion, et 88 patients (32%) avec des symptdmes graves comme un
coma, des convulsions, un accident vasculaire cérébrale ou un déficit focal transitoire.
L'atteinte cardiaque n’est retrouvée que dans 19% des cas. Une atteinte digestive n’est

rapportée dans 36% des cas. Enfin I'atteinte rénale touche 70% des patients (taux médian de
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créatinine 158 micromol/l (90-345) avec recours a la dialyse dans 15% des cas) mais

prédomine dans les formes non-idiopathiques de la maladie (81% vs 46%, p<0.001).

En traitement de premiere ligne du PTT, 77% des patients ont bénéficié d’'une plasma-
thérapie substitutive quotidienne (perfusion de PFC ou EP) permettant un apport exogene
d’ADAMTS13. Une corticothérapie y était associée dans 62% des cas. Par ailleurs, seulement
40 patients ont recu du rituximab en traitement additionnel au traitement de premiere ligne
en cas d’exacerbation de la maladie ou de non-réponse a la plasma-thérapie ou en
traitement d’attaque directement, principalement dans les formes idiopathiques (27% vs
9%, p<0.001), probablement d{ au fait que beaucoup de patients ont été inclus avant 2010,
ou l'utilisation précoce du Rituximab en premiére ligne chez les patients répondant
faiblement aux échanges étaient peu recommandé. D’autres stratégies immunosuppressives
(Vincristine, Cyclophosphamide, Cyclosporine A, Splénectomie) ont été envisagées dans les

formes sévéres de la maladie, chez 10 patients.

L’évolution était marquée par une exacerbation dans 12% des cas et une rémission
compléte dans 70% des cas. L'issue était fatale dans 30% des cas lors de la premiere
poussée, particulierement pour les formes non-idiopathique de la maladie (37% vs 14%,

p<0.001).

A noter, 'apparition d’'une auto-immunité (anticorps IgG anti-ADAMTS13+) chez 40 patients
(21%) au cours du suivi, dont 31 patients dans le groupe idiopathique (43.6% vs 7.5%,

p<0.001) (Tableau 3).
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Parametres " Tout PTT PTT idiopathique PTT non idiopathique P-value

(n=273) (n=83) (n=190)

Caractéristiques
démographiques
Age (années) 51 (34-66) 42 (29-56) 55 (40-68) <0.001
Sexe ratio (F/H) 1.3 (156/117) 1.4 (49/34) 1.3(112/83) 0.89

Caractéristiques cliniques

Atteinte neurologique 142 (52%) 48 (57%) 94 (49%) 0.23
Fievre 102 (38%) 13 (15%) 89 (47%) <0.001
Atteinte cardiaque 53 (19%) 18 (21%) 35 (18%) 0.61
Atteinte digestive 96 (36%) 24 (29%) 72 (38%) 0.17
Insuffisance rénale aigué 193 (70%) 38 (46%) 155 (81%) <0.001

Données biologiques

Hémoglobine (g/dL) 8.1(7-9.4) 8.9 (7.4-10.3) 7.8 (6.7-9) 0.001
Taux de plaquettes 22 (11-40) 13 (10-25) 26 (15-46) <0.001
Créatinine (pumol/L) 158 (90-345) 90 (65-152) 238 (110-400) <0.001
LDH (U/ml) 1188 (630-2100) 1427 (759-2200) 1179 (570-2077) 0.53

Traitements regus

Echanges plasmatiques et/ou PFC 211 (77%) 80 (96%) 131 (69%) <0.001
Corticothérapie 171 (62%) 79 (95%) 92 (48%) <0.001
Rituximab 40 (15%) 22 (27%) 18 (9%) <0.001
Autres traitements du PTT 10 (4%) 4 (5%) 6 (3%) 0.52
Rémission 191 (70%) 71 (85%) 120 (63%) <0.001
Déces 82 (30%) 12 (14%) 70 (37%) <0.001
1gG+ au cours du suivi 40 (21%) 31 (43.6%) 9 (7.5%) <0.001

Tableau 3 : Caractéristiques démographiques et clinico-biologiques des patients a la phase

inaugurale et devenir des patients (données : n(%) et médiane (IQR)).
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B) Profil évolutif des PTT acquis sans auto-anticorps IgG (n=151) en comparaison aux PTT
acquis auto-immuns (groupe contréle, n=40).

Les patients rechutent majoritairement dans le groupe PTT IgG positif (50% vs 12%,

p<0.001). De plus, 25 % des patients IgG positif avaient une activité ADAMTS13 indétectable

au cours du suivi, contre 7% dans le groupe 1gG négatif (p=0.006). Enfin, 75% des patients

IgG positif ont recu du rituximab contre 19% dans le groupe IgG négatif (p<0.001). Par

ailleurs, le traitement par rituximab était efficace dans les deux groupes (86% vs 93%) sans

différence significative (p= 0.85) (Tableau 4).

Paramétres Vrai IgG négatif (n=151) I1gG positif (n=40)

Rechute clinique 18 (12%) 20 (50%) <0.001

Rechute de I'activité ADAMTS13 11 (7%) 10 (25%) 0.006

Rituximab 29 (19%) 30 (75%) <0.001
Lors des rechutes 18 (12%) 20 (50%) <0.001
Préemptif 11 (7 %) 10 (25%) 0.003

Réponse au Rituximab 25 (86%) 28 (93%) 0.85

Tableau 4 : Profil évolutif des patients PTT acquis sans auto-anticorps en comparaison

au groupe controle (PTT acquis auto-immuns).

C) Facteurs de risque de rechute chez les patients PTT acquis sans auto-anticorps

(n=151)

Dans notre cohorte de patients PTT acquis a IgG négatif, 18 patients rechutent et 133

patients ne rechutent pas.

59



Les patients du groupe « re-chuteurs » sont plus jeunes (médiane 41 vs 49, p=0.034)
avec une présentation inaugurale de la maladie idiopathique (66% vs 21%, p=0.012) ou
associée a une maladie auto-immune (27.7% vs 8%, p=0.048). De plus, avoir une infection
associée a la poussée de PTT a la phase inaugurale est un facteur protecteur de rechute (66%
vs 0%, p=0.002). Il n'a pas été mis en évidence d’autres anomalies démographiques

significatives.

Au plan clinique et biologique, il n’a pas été retrouvé de différence significative concernant
la fievre, les manifestations cardiaques, neurologiques ou digestives, le taux de plaquettes,

de LDH et d’hémoglobine.

Au plan thérapeutique, les patients traités par Rituximab en traitement d’attaque ou
préemptif ont moins de rechute sans différence significative (20% vs 11%, p=0.37) (Tableau

5).
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ETET

Re-chuteurs

(n=18)

non-Re-chuteurs
(n=133)

P-value

Age (années) 41.5 (30.25-49.70) 49 (33-63.5) 0.034
Médiane (IQR)

Sexe (F/H) 2 (12/6) 1.33 (76/57) 0.69
Idiopathique 66% (12) 21% (28) 0.012
Maladies auto-immunes 27.7% (5) 8% (11) 0.048
Grossesses 5.5% (1) 9% (12) 0.99
Infections 0% (0) 50% (66) 0.002
Cancers 0% (0) 12.8% (17) 0.22
VIH 0% (0) 3.8% (5) 1
Médicaments 0% (0) 3.8% (5) 1
Greffes 0% (0) 14% (19) 0.22
Autres 0% (0) 12% (16) 0.22
Plaquettes (*10"9plaquettes/L) 15 (10.5-23.75) 23 (13-45) 0.09
Hémoglobine (g/dl) 8.3(6.9-9.2) 8 (6.85-9) 0.85
LDH (U/ml) 1003 (821-1968) 987 (539-1500) 0.82
Fievre 11% (2) 44.4% (59) 0.067
Atteinte cardiaque 11% (2) 19.5% (26) 0.744
Atteinte neurologique 67% (12) 45.8% (61) 0.40
Atteinte rénale 38% (7) 71.4% (95) 0.20
Rituximab (pendant la poussée 11% (2) 20% (26) 0.37

ou en traitement préemptif

Tableau 5 : Facteurs de risque de rechute chez les patients

PTT acquis sans auto-anticorps (n=151)

D) Evaluation de la réponse au Rituximab au cours du suivi chez les patients vrai IgG

négatifs

Sur les 58 patients traités par Rituximab lors de la premiére poussée ou lors du suivi, 49

patients (85%) ont eu une réponse efficace avec I'absence de rechute dans les deux ans.
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Seulement 9 patients (15%) étaient non répondeurs. Six patients sont décédés lors de la
premiere poussée. Trois patients ont rechuté a moins de deux ans du traitement mais aucun
patient n’avait une activité ADAMTS13 indétectable a 6 mois du traitement par Rituximab

(Figure 9).

Réponse au Rituximab

M positive

M négative

Figure 9 : Evaluation de la réponse au Rituximab au cours du suivi (n=58).

4) Discussion

L’analyse du registre national du CNR-MAT nous a permis d’établir des caractéristiques
démographiques, épidémiologiques et clinico-biologiques des formes acquises de PTT sans

auto-anticorps.

e Un profil différent de celui du PTT auto-immun ?

Les formes acquises sans auto-anticorps a la phase inaugurale représentent 20% des

PTT du registre national avec pres de 70% de formes non idiopathiques contre 50% de
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formes non idiopathiques dans la cohorte frangaise de PTT acquis décrite par Mariotte et al.
(8). Toutefois, le pourcentage de PTT secondaire a une maladie auto-immune était similaire

a celui des études de cohortes frangaises et internationales de PTT auto-immun (8,98-100).

Au plan clinique, I'atteinte cérébrale reste I'atteinte d’organe la plus fréquente, par
contre, bien qu’une insuffisance rénale soit peu commune dans le PTT auto-immun (30%
selon les séries) (98,101), de nombreux cas de PTT non idiopathiques associés a une
insuffisance rénale sont décrits dans notre cohorte a la phase aigué de la maladie (81%).
Cette atteinte rénale ne semble pas étre secondaire a des lésions de MAT mais plutét a
rapporter a d’autres causes d’insuffisance rénale et notamment celles associées a la maladie

sous-jacente (sepsis etc...).

Le pronostic est plus sévere dans les formes sans auto-anticorps, avec une mortalité
de I'ordre de 30 %, soit presque deux fois plus que celle rapportée pour les PTT acquis auto-
immun (10-15% dans le registre francais). Cette mortalité est dans 3 cas sur 4 en lien avec le
mauvais pronostic de la maladie associée (choc septique, cancers métastatiques, hépatite
alcoolique aigué...). De plus, la prise en charge thérapeutique était quelque peu différente de
celle des PTT auto-immuns avec un certain nombre de patients n’ayant recu aucun
traitement ou juste une corticothérapie du fait de I'existence d’autres mécanismes
aboutissant a un déficit sévere en ADAMTS13 transitoire. De méme, le recours au rituximab
a la phase inaugurale n’est rapporté que chez 15% de la cohorte, en majorité dans les formes
idiopathiques (27% vs 9%, p<0.001) et chez 30% des patients lors des rechutes de la maladie
ou en traitement préemptive chez les patients qui gardait une activité ADAMTS13

indétectable au cours du suivi.
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e Quelle évolution dans le temps ?

Au cours de I'évolution, 21% des patients positivent leurs anticorps, en majorité dans
les formes idiopathiques, ce qui signe un mécanisme auto-immun chez ces patients. Ces
faux-négatifs peuvent étre expliqués par un défaut de sensibilité des techniques titrant les

IgG anti-ADAMTS13.

Le taux de rechute de notre cohorte est extrémement faible de I'ordre de 12% contre
habituellement 40% dans les cohortes de PTT auto-immun (40,70,98). Ce taux faible
s’explique en partie par les formes non idiopathiques qui ne rechutent pas. En effet, le
risque de rechute était plus important dans les formes idiopathiques de la maladie (p=0.012)
et dans les formes associées aux maladies auto-immunes (p=0.048). A l'inverse, les formes
cliniques associées aux cancers, médicaments, greffes, infections et infections VIH

rechutaient moins fréquemment.

Un traitement par rituximab a la phase inaugurale réduisait le taux de rechute et était
efficace dans 84% des patients PTT sans auto-anticorps, que ce soit en traitement de la
phase inaugurale ou en traitement préemptif lors du suivi. Ainsi, le taux de réponse au
rituximab dans le groupe contrble et dans les cohortes de PTT auto-immun francaises et
internationales (taux de réponse de 85 a 92% selon les études) était similaire a celui décrit

dans notre cohorte. (48,61,102,103).

L'ensemble de ces résultats nous permet de décrire deux entités dans notre cohorte : D’'une
part, une entité a considérer comme une forme auto-immune et a traiter comme telle et
d’autre part, une entité suggérant d’autres mécanismes aboutissant a un déficit sévere en

ADAMTS 13 transitoire.
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Les formes idiopathiques de PTT sans anticorps a la phase inaugurale, rechutaient et
répondaient de maniére efficace au rituximab comme les formes de PTT auto immun. Ces
patients pourraient donc étre donc de bons candidats a une thérapie immunomodulatrice.
L'absence d’anticorps a la phase inaugurale peut étre expliquée par un défaut de sensibilité
des techniques titrant les 1gG anti-ADAMTS13 a détecter les anticorps des complexes
immuns circulants (104), ou I'implication d’autres isotypes d’immunoglobulines, IgM ou IgA,
décrits chez 20% des patients (70). De plus, la positivité des IgG anti-ADAMTS13 peut étre

variable d’'une poussée a 'autre chez certains patients.

A l'inverse, les patients avec un PTT sans anticorps non idiopathique associé a une
septicémie, un cancer, une transplantation, des médicaments, une infection VIH, ou autres,
présentent des caractéristiques distinctes des formes idiopathiques ou associés a une
maladie auto-immune. Ces patients sont plus agés, ont une thrombopénie moins séveére,
rechutent peu, et positivent leurs anticorps dans de trés rares cas. Le pronostic de ces
patients est plus sombre du fait de leurs comorbidités. Les mécanismes aboutissant a un
déficit sévére transitoire en ADAMTS13 (<10%) sont inexpliqués mais plusieurs hypotheses
ont été émises dans la littérature: défaut de synthése ou de sécrétion d’ADAMTS13
(insuffisance hépato-cellulaire) (105), dégradation d’ADAMTS13 dans le sepsis par des
protéases (plasmine, thrombine, élastase), inhibition catalytique d’ADAMTS13 par
I’'hémoglobine libre ou des interleukines (106), ou également un défaut de sensibilité des
techniques titrant les I1gG anti-ADAMTS13 a détecter in vitro certains anticorps complexés a
I'antigene ADAMTS13, I'implication d’autres isotypes d'immunoglobuline, des mutations ou
des polymorphismes du gene ADAMTS13 (107). Le contexte clinique associé ne suffit pas a
déclencher un PTT. En effet, Peigne et al. (108) ont montré que chez 72 patients septiques, 4

patients seulement avaient une activité ADAMTS13 effondrée avec une présentation
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clinique de PTT alors que pour les autres patients, la médiane de I'activité ADAMTS13 était
de 30%. De méme, dans une étude de 2005, 17 patients septiques sur 109 patients avaient
un déficit profond en ADAMTS13 avec une présentation clinique de PTT (107). Dans
I'insuffisance hépato-cellulaire, une étude japonaise a décrit une corrélation entre la sévérité
de la cirrhose et le déficit en ADAMTS13 ; plus la cirrhose était grave (score de Child-Pugh
élevé), plus l'activité ADAMTS13 était basse. Les 5 patients qui avaient une activité
ADAMTS13 effondré (<10%), avaient une insuffisance hépatocellulaire terminale. De fagon
surprenante, des anticorps IgG anti-ADAMTS ont été détectés en Western Blot uniquement
chez ces cinqg patients (105). Ce résultat s’ajoute a ceux décrits dans les formes
médicamenteuses secondaires a la prise de dérivés de la thiénopyridine (ticlopidine,
prasugrel et clopidogrel), ou seuls les patients avec un PTT associé au ticlopidine et qui
répondaient aux échanges plasmatiques avaient des anticorps 1gG anti-ADAMTS13 (100%
des cas). A contrario, les PTT associés au clopidogrel qui ne répondaient pas ou peu aux

échanges plasmatiques, n’avaient pas d’anticorps et ne rechutaient jamais (108).

e Limites et perspectives de I'étude

La principale limite de cette étude est son caractére rétrospectif. En effet méme si les
données sont colligées de fagon exhaustive et prospective au sein du CNR, il persiste de
nombreuses données manquantes (dosage des anticorps anti-ADAMTS13 au cours du suivi
ou pendant les rechutes, taux de facteurs anti-nucléaires...). Ces données manquantes sont
probablement responsables de biais d’information. De plus, méme si la prise en charge de la
phase inaugurale du PTT est homogene sur le territoire depuis 2015, les pratiques médicales

concernant le suivi sont plus variables d’un centre a I'autre.
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L'autre limite importante est la durée du recueil sur plus de 20 ans occasionnant bien
évidemment des résultats difficilement interprétables du fait de I’évolution de la prise en
charge ces derniéres années. L'apport d’un groupe contréle sera d’autant plus important

pour pouvoir nuancer ce biais.

Parmi les perspectives, outre le fait de recueillir un groupe controle appariée permettant de
mieux préciser nos premiers résultats, une approche mécanistique pour comprendre la
physiopathologie de ces formes serait utile. Des études récentes ont montré que dans le PTT
acquis auto-immun, la protéase ADAMTS13 adopte une conformation ouverte a la phase
aigué et fermée en rémission. Cette conformation ouverte permettrait de démasquer un site
du domaine spacer (cryptique), permettant aux anticorps de reconnaitre ces épitopes
cryptiques responsables de la forme auto-immune de la maladie, il serait donc intéressant
de regarder si ADAMTS13 a une conformation ouverte ou fermée a la phase aigué d’un PTT

acquis non auto-immun (109,110).
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Introduction : Le purpura thrombotique thrombocytopénique (PTT) est défini par
I'association d’une anémie hémolytique mécanique, d’'une thrombopénie profonde, de
souffrances viscérales et d’un déficit fonctionnel sévere en ADAMTS13. L'étude des
mécanismes de ce déficit a pu identifier deux causes principales : d’'une part une forme
congénitale due a l'existence de mutations du géne ADAMTS13 et d’autre part une forme
acquise auto-immune secondaire a la présence d'auto-anticorps dirigés contre la protéase.
Cependant, chez 20 a 25%, les IgG anti-ADAMTS13 ne sont pas détectables, suggérant un
autre mécanisme. L'objectif principal de ce travail est donc de caractériser les patients PTT
acquis a lgG négatif a la phase inaugurale et d’en analyser le profil évolutif.

Matériel et Méthodes : Tous les patients atteints d’'un PTT acquis sans auto-anticorps a la
phase inaugurale inclus de maniére prospective entre janvier 2000 et décembre 2019 dans le
registre francais des microangiopathies thrombotiques ont été analysés dans I'étude.
L'ensemble des données démographiques, cliniques et biologiques, les traitements recus,
I’évolution du PTT, et la réponse au Rituximab ont été analysés.

Résultats : 273 patients PTT acquis sans auto-anticorps a la phase inaugurale ont été inclus,
représentant 20% des PTT du registre national avec prés de 70% de formes non
idiopathiques. L’atteinte cérébrale reste une atteinte d’organe fréquente (52%), mais
I'atteinte rénale touche 70% des patients et prédomine dans les formes non-idiopathiques
de la maladie (81% vs 46%, p<0.001). L’issue était fatale dans 30% des cas lors de la premiére
poussée, particulierement pour les formes non-idiopathiques de la maladie (37% vs 14%,
p<0.001). Le recours au rituximab a la phase inaugurale est rapporté chez 15% des patients,
en majorité dans les formes idiopathiques (27% vs 9%, p<0.001) et chez 30% des patients
lors des rechutes de la maladie ou en traitement préemptive chez les patients qui gardait
une activité ADAMTS13 indétectable au cours du suivi. Au cours de I"évolution, 40 patients
(21%) positivent leurs anticorps, en majorité dans les formes idiopathiques (43.6% vs 7.5%,
p<0.001). Le taux de rechute était de I'ordre de 12%. Le risque de rechute était plus
important dans les formes idiopathiques de la maladie (p=0.012) et dans les formes
associées aux maladies auto-immunes (p=0.048). A I'inverse, les formes cliniques associées
aux cancers, médicaments, greffes, infections et infections VIH ne rechutaient pas. Un
traitement par rituximab était efficace dans 84% des patients PTT sans auto-anticorps, que
ce soit en traitement de la phase inaugurale ou en traitement préemptif lors du suivi.

Conclusion : L'analyse du registre national du CNR-MAT nous a permis d’établir des
caractéristiques démographiques, épidémiologiques et clinico-biologiques des formes
acquises de PTT sans auto-anticorps, nous permettant de décrire deux entités : les PTT
idiopathiques ou associées a des maladies auto-immunes a considérer comme une forme
auto-immune et les PTT non idiopathiques ayant des caractéristiques distinctes, suggérant
d’autres mécanismes aboutissant a un déficit sévere en ADAMTS 13 transitoire. Un groupe
contrble appariée permettrait de mieux préciser nos premiers résultats, et une approche
mécanistique pour comprendre la physiopathologie de ces formes serait utile.

Mots clefs : Purpura thrombotique thrombocytopénique, ADAMTS13, auto-immunité,
Rituximab.
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