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ADAMTS13: A Disintegrin And Metalloprotease with ThromboSpondin type 1
repeats, member 13

AVC : Accident vasculaire cérébral

CBP : Centre Biologie Pathologie

CH : Centre Hospitalier

CHU : Centre hospitalier universitaire

ELISA : Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay (méthode immuno-enzymatique)
FRET : Fluorescence Resonance Energy Transfer

HELLP : Syndrome d'Hémolyse, de Cytolyse hépatique et thrombopénie

« Hemolysis, Elevated Liver enzyme, Low Platelets »

HPM : Haut poids moléculaire

MAT : Microangiopathies thrombotiques

NEG : Négatif

PEC : prise en charge

PFC : Plasma frais congelé

PTTa : Purpura thrombotique thrombocytopénie acquis

PTTc : Purpura thrombotique thrombocytopénie congénital

SUS : Syndrome Upshaw - Schulman

VIH : Virus de 'immunodéficience humaine

VWEF : Facteur Von Willebrand
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Contexte : Le diagnostic d’'un Purpura Thrombotique Thrombocytopénique acquis
(PTTa) repose sur un dosage effondré (<10%) de l'activité de TADAMTS13 (A
Disintegrin And Metalloprotease with ThromboSpondin type 1 repeats, member 13)
associé a la présence d’un AC anti-ADAMTS13. Ces Ac sont soit des Ac inhibiteurs,
soit des Ac qui augmentent la clairance de TADAMTS13. La recherche de cet Ac
peut se faire soit par technique ELISA qui détecte les IgG polyclonales anti
ADAMTS13, soit par technique d’inhibition qui mesure I'activité inhibitrice du plasma
du patient. Si les Ac sont inhibiteurs ils sont alors également détectés par technique
ELISA. Dans la cohorte lilloise des PTTa, nous avons une troisieme catégorie de
patients, caractérisée par une activité ADAMTS 13 effondrée, sans Ac détectés par
la technique ELISA, mais associée a un test d’inhibition positive. Au cours de ce
travail, nous avons repris les dossiers de ces patients (ADAMTS13 effondrée, ELISA
négatif, Test d’inhibition positif) afin de détailler les circonstances d’apparition de la

maladie, I'évolution au cours du traitement et les modes de rechutes.

Méthode : Le laboratoire d’hémostase du CHU de Lille réalise les analyses
diagnostiques de PTT pour la région des hauts de France. Nous avons repris les
diagnostics de PTTa réalisés entre 1992 et 2022, afin d’identifier les patients
présentant un PTTa caractérisé au diagnostic par un test d’inhibition positif sans
détection de 'anticorps par technique ELISA. L'ensemble des données cliniques,
biologiques, les traitements regus, I'évolution du PTT et le profil de rechute ont été

analysés.



Résultats : Entre 1992 et 2022, 74 patients ont présenté un PTTa. Pour 12 patients
(16.2%), le caractére acquis du PTT a été identifié en raison d’un test d’inhibition
positif et en I'absence d’Ac détectés par le test ELISA. La médiane d’age de
survenue du PTT était de 36,5 ans (29-53). Deux patients sont décédés des
conséquences du PTT. Le délai médian de suivi est de 4.5 ans (3-12).
L’épidémiologie, I'évolution clinique, et les conséquences de la maladie pour cette
population semblent conformes aux données de la littérature.

Notre technique d’inhibition présente donc un intérét indiscutable lorsque les Ac anti

ADAMTS13 ne sont pas détectés par la technique ELISA

Conclusion : Nous avons donc observé dans la cohorte lilloise de 74 PTTa, 12
patients présentant un test d’inhibition positif sans Ac détectés par technique ELISA.
L’origine de cette discordance n’est pas connue, et pourrait &tre expliquée par
I'absence de fixation de I'Ac anti ADAMTS13 du patient sur TADAMTS13 du kit
ELISA, ou a l'isotype de cet Ac. Les patients présentant un tel profil le conservent au
cours des rechutes ; le maintien de cette technique d’analyse au laboratoire est donc

justifié.



Le Purpura Thrombotique Thrombocytopénique (PTT) est une variante spécifique
des microangiopathies thrombotiques (MAT) qui se caractérise par une
thrombopénie sévére et des atteintes de plusieurs organes, en particulier le cerveau
et le cceur. Le PTT est une maladie rare provoquée par un déficit marqué en
ADAMTS13 (A Disintegrin And Metalloprotease with ThromboSpondin type 1
répétitions, member 13), une enzyme essentielle dans la régulation de la taille des
multimeres plasmatiques du facteur Willebrand (VWF). Ce déficit peut étre de nature
constitutionnelle, résultant de mutations bi-alléliques du géne ADAMTS13, ou de

nature auto-immune, lié a la présence d'anticorps anti-ADAMTS13 (1).

1.1.2.1 Structure de TADAMTS13

L'ADAMTS13 a été identifiée en 1998 (1) et clonée en 2001(2). LADAMTS13 est
une meétalloprotéase dont la séquence est codée par le géne ADAMTS 13, situé sur
le chromosome 9 en position 9934.2. Il est composé de 29 exons, pour une taille de

37 kb, qui sont transcrits en un ARNm de 4,6 kb. L'ADAMTS13 est synthétisée dans



le foie, notamment dans les cellules stellaires, également connues sous le nom de
cellules de Ito (3). Il est également produit dans les cellules tubulaires et les
podocytes rénaux, les cellules endothéliales et les mégacaryocytes. L'ADAMTS13
est initialement synthétisé sous forme de pré-pro-protéine de 1427 acides aminés,
comprenant un signal peptidique de 33 acides aminés et un propeptide de 41 acides
aminés. (4). Sous sa forme mature, TADAMTS13 est une glycoprotéine
monocaténaire d’'une masse moléculaire de 190 kDa et composée de 1353 acides

aminés.

La protéase partage une structure de domaine similaire a celle des autres protéases
de la famille ADAMTS, comprenant un peptide signal, un propeptide, une
métalloprotéase, un domaine de type désintégrine, la premiére répétition de
thrombospondine de type 1 (TSP1), des domaines riches en Cys et des domaines
espaceurs. L'extrémité C-terminale la plus distale contient sept répétitions TSP1

supplémentaires et deux domaines CUB (5).

1.1.2.2 Relation structure-Fonction de TADAMTS13

L’ADAMTS13 clive une seule liaison peptidique (Tyr (1605) -Met (1606)) dans le
domaine A2 central de la molécule VWEF. Ce clivage protéolytique est essentiel pour
réduire la taille des multiméres de haut poids moléculaire du VWF qui, lorsqu'ils sont
exposés a une contrainte de cisaillement élevée dans la microcirculation, sont
susceptibles de fixer les plaquettes pour former des amas, qui provoquent des

microangiopathies thrombotiques (MAT).(6)
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Il existe une relation structure fonction de la protéase :

L'interaction des exosites semble régir I'activité enzymatique et la spécificité du
substrat. Le domaine M de la métalloprotéase ADAMTS13 seul n'a pas ou peu
d'activité protéolytique envers les substrats du VWF. L'activité protéolytique
augmente a mesure que de plus en plus de domaines non catalytiques sont ajoutés
séquentiellement au domaine métalloprotéase (M) (7), tel que le domaine de type
désintégrine (D). Ces deux domaines (M et D) semblent étre une unité fonctionnelle
inséparable (8).

Les données expérimentales montrent également que I'ajout du domaine de type
désintégrine au domaine de la métalloprotéase augmente de maniere significative
I'efficacité et la spécificité du clivage. Pour preuves, les variantes ADAMTS13
dépourvues du domaine de type désintégrine ou portant des mutations ponctuelles
dans les régions variables du domaine de type désintégrine (Arg349Ala et
Leu350Gly) ont une activité protéolytique réduite vis-a-vis des substrats peptidiques
et des multiméres du VWF, ce qui suggere l'importance du domaine de type
désintégrine dans la reconnaissance du substrat (9).

En effet, des études montrent que les résidus Arg349 et Leu350 du domaine D
(désintégrine) ADAMTS13 peuvent interagir avec les résidus Asp1614 et Ala1612
dans le domaine A2 central du VWF. De telles interactions semblent aider a
positionner la liaison Tyr1605-Met1606 dans la fente du site actif (5).

Plus récemment, Xiang et al ont démontré que les domaines du VWF Leu1603 (P3)
Tyr1605 et Asp1614 semblent entrer en contact direct avec les domaines Leu198,
Val195 et Arg349 de I ADAMTS13, respectivement (10). Par conséquent, le

domaine désintégrine, travaillant de concert avec d'autres domaines non
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catalytiques, garantit que la liaison scissile est amenée en position sur le centre actif
pour que le clivage se produise (5).

Les domaines riches en Cystéine (Cys) et les domaines espaceurs de TADAMTS13
interviennent dans la reconnaissance du substrat (11). En effet, les variants
ADAMTS13 dépourvus a la fois des domaines riches en Cys et espaceur ou du
domaine espaceur seul ne présentent qu'une activité minimale vis-a-vis des
substrats peptidiques, mais n'ont pratiquement aucune activité vis-a-vis des

multimeres de haut poids moléculaire du VWF liés aux cellules (12) (5).

Une analyse des séquences des domaines espaceurs d'ADAMTS13 et d'autres
protéases de la famille ADAMTS a permis d’identifier plusieurs exosites potentiels
qui sont hautement conservés dans 'ADAMTS13 humain, murin et le poisson zébre,
mais absents chez les autres membres de la famille ADAMTS (13).

L'un de ces exosites, également décrit comme l'exosite 3, comprend les résidus
d'acides aminés Tyr658, Arg659, Arg660, Tyr661 et Tyr665 (en conjonction avec
deux résidus environnants Arg568 et Phe592 (cf. fig. 1) (14). Une suppression des
résidus Arg659-Glu664 ou une substitution des résidus Arg659, Arg660 et Tyr661
par l'alanine réduit considérablement le clivage protéolytique de divers substrats du

VWF (15).
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Figure 1 : domaines espaceurs d’ADAMTS13 et d'autres protéases ADAMTS (5)

Les protéases ADAMTS ont un nombre variable de répétitions TSP1 (T1-T8) qui
peuvent jouer un réle dans la localisation cellulaire et la reconnaissance du
substrat (16).

Les répétitions T5-T8 d'ADAMTS13 semblent se lier au VWF natif via le domaine
D4 (17). De plus, il a été démontré que les répétitions T - C-terminales de
'ADAMTS13 interagissent avec le récepteur de surface des cellules endothéliales
CD36 (18), et une telle interaction peut améliorer le clivage protéolytique des

multimére de haut poids moléculaire du VWF dans des conditions de flux (19).

Trois régions de liaison dans les domaines distaux, CUB1, CUB2 et T8 sont
responsables de la flexibilité et permettent l'interaction avec les domaines distaux du
VWEF (20).

Asn1235 et Asn1354 des domaines ADAMTS13 CUB sont N-glycosylés. La
substitution de ces résidus par la glutamine augmente I'efficacité protéolytique du
clivage FRETS-VWF73 (21). Il a été émis I'hypothése que I'absence de glycanes du
domaine CUB permet a ' ADAMTS13 d’adapter une conformation ouverte et active

(22).
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1.1.2.3 Régulation de I'activité de TADAMTS13

Contrairement a d'autres facteurs de coagulation qui sont synthétisés sous forme de
zymogeénes inactifs, ADAMTS13 est sécrétée sous forme de protéase
constitutivement active (23). Les inhibiteurs tissulaires connus des
métalloprotéinases (TIMP-1, -2, -3, -4) n'inhibent pas I'activit¢ ADAMTS13 (24). En
fait, les inhibiteurs ou activateurs/cofacteurs naturels pour ADAMTS13 n'ont pas été
décrits. Aucun inhibiteur n'a été identifié a ce jour.

L'a2 macroglobuline plasmatique inhibe de nombreuses autres métalloprotéases
matricielles, notamment ADAMTS 4, 5, 7 et 12 mais ne semble pas se lier et affecter
I'activitt ADAMTS13 envers le VWF (25). Par conséquent, la fonction ADAMTS13

doit étre régulée au niveau du substrat.

1.1.2.4Conformation de TADAMTS13

Lors de la liaison au VWF, TADAMTS13 adopte une conformation « ouverte » (cf.
Fig. 2) transitoire qui permet a plusieurs exosites dans les domaines de la protéase,
de la désintégrine, de la cystéine (riche en Cys) et de I'espaceur d'interagir avec des

sites complémentaires dans le domaine A2 du VWF.

Récemment, il a été montré que TADAMTS13 circule dans une conformation
"ouverte" pendant la phase aigué du PTTa et pendant la maladie subclinique en
rémission suggerant qu'une conformation "ouverte" de TADAMTS13 est liée a
I'apparition et a la récurrence de l'auto-immunité chez ces patients (27) (28). De plus,
dans le PTTa, les changements conformationnels de TADAMTS13 sont observés
plus t6t que les titres détectables d'auto-anticorps anti-ADAMTS13 lors d'un épisode

aigu de PTTa (28). La conformation ouverte de 'ADAMTS13 semble étre un
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indicateur de la phase aigué du PTT, tandis qu'une forme d'ADAMTS13 en

conformation fermée serait liée a la période de rémission.

RIS ~

Forces de cisaillement
Y1605 M1606 [

Figure 2: Conformation de ’ADAMTS13 (29)

M=Meétalloprotéase, 2 2 , C=

cystéine.
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1.1.2.5 Variante ADAMTS13 résistante aux anticorps

De maniére trés intéressante, la plupart des auto-anticorps inhibiteurs anti-
ADAMTS13 sont dirigés contre le domaine S, bien que chez de nombreux patients,
des auto-anticorps anti-ADAMTS13 avec des épitopes dans d'autres domaines
ADAMTS13 soient également présents. Les auto-anticorps anti-domaine S de
'ADAMTS13 interferent avec la liaison de TADAMTS13 au domaine VWF A2 déplié,
entrainant une forte inhibition de I'activité¢ ADAMTS13. Une variante d'exosite du
domaine S de TADAMTS13 avec 5 substitutions d'acides aminés, Arg568Lys,
Phe592Tyr, Arg660Lys, Tyr661Phe et Tyr665Phe, a montré une résistance contre la
fonction inhibitrice des auto-anticorps des patients PTTa et a exprimé une activité
protéolytique encore plus élevée (mutation gain de fonction).Pour une utilisation
thérapeutique d'ADAMTS13 les variants ADAMTS13 résistants aux auto-anticorps

apparaissent prometteur (30).

Les multimeres VWF sont composés de sous-unités identiques qui sont liées entre
elles par des liaisons disulfures. Chaque sous-unité se compose de plusieurs types
de domaines structuraux répétés et possede des sites de liaison pour les
composants du tissu conjonctif, tels que le collagéne, ainsi que pour les
glycoprotéines de la membrane plaquettaire, le facteur VIII et ADAMTS13 (cf. Fig. 3)

(31).
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Site clivage par ADAMTS13
Tyr 1605-Met 1606

I

23 385 764 864 1271 1479 Iﬁl?i 1872 2255 2333 2429 2496 2578 2646 2723 2813

ij D1 \ D2 D’.._ D3 Il Al ‘ A2 : A3” D4 || C1 ) C2 | C3)Ca4|C5 | C6 E\

1 22 326 763 265 1270 1480 1672 1873 2254 2334 2402 2497 2577 2647 2722

Facteur VIII
Collagéne
GPlbat
collagéne
GPlibllla
dimérisation

multimérisation

Figure 3: Structure de VWF (32)

Le VWF est stocké dans des granules de cellules endothéliales appelées corps de
Weibel-Palade (33), qui fusionnent avec la membrane cellulaire pour libérer des
multimeres de VWF de haut poids moléculaire (34). La capacité du VWF a se lier aux
plaquettes en circulation dépend essentiellement de sa taille multimérique, les plus
grands multiméres étant les plus affins vis-a-vis des plaquettes au cours de

I'némostase primaire (26).

Le VWEF est sécrété par les cellules endothéliales sous forme de multiméres de haut
poids moléculaire, et TADAMTS13 réduit progressivement la taille de ces multiméres
de VWF a mesure qu'ils circulent dans le sang. Dans des conditions de faible
cisaillement, les multimeres VWF adoptent une forme condensée enroulée de
maniére lache en raison de faibles interactions entre les monoméres VWF (cf. Fig. 4)
(35). A partir d'un taux de cisaillement critique, les multiméres VWF s'étendent dans

la direction du flux et subissent une force de traction.
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forces de cisaillement croissantes
—i

VWF VWF VWF
globulaire peu étendu éetendu

Figure 4: Modéle schématique illustrant les modifications conformationnelles
du VWF induites en condition de forces de cisaillement élevées (36)

Plus le multimeére est long, plus la force est grande, ce qui peut étre suffisant pour
déplier le domaine VWF A2 et exposer une liaison cryptique Tyr-Met que

'ADAMTS13 reconnait et clive (cf. Fig. 5).

Partie N-terminale indispensable au clivage du VWF in vitro

ADAMTS13 cus | cus

Liaison en flux
in vitro

Facteur Willebrand (VWF) p D2 l— A1 ~ A2 - A3 — D4 H B13 L €1 - €2 - cK
| |

[monomeére] _ - _ _ |

TyrmosTMeuﬁos

Figure 5: Site de clivage du VWF par '’ ADAMTS13 (37)
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Les multimeres VWF peuvent lier les plaquettes sur la surface des cellules
endothéliales ou sur les sites de lésions vasculaires.

En I'absence d'ADAMTS13, les multiméres libérées par I'endothélium s'accumulent,
ce qui entraine la formation spontanée de microthrombi dans les capillaires et les
artérioles de la microcirculation. Ces microthrombi conduisent a la consommation
des plaquettes, ce qui explique la thrombopénie. De plus, ces microthrombi sont
responsables d'une ischémie et d'une souffrance viscérale disséminée, a I'origine du
tableau clinique caractéristique du PTT. Parallélement, les globules rouges subissent
une fragmentation lorsqu'ils entrent en contact avec ces microthrombi, ce qui
entraine leur destruction et explique I'hémolyse intravasculaire (3) et la présence de

schizocytes (cf.Fig.6).

Microcirculation » e
(Sens du flux sanguin) »

Ischémie
tissulaire

Microthrombi Mégamultimeéres de FW Multiméres de FW clivés

riches en FW '

Déficit en
ADAMTSI13

Endothélium capillaire

Figure 6: Mécanismes physiopathologiques aboutissant a la formation de
microthrombi dans le PTT (38)
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Le déficit sévere en ADAMTS13 est expliqué par deux mécanismes : soit congénital
(10% des cas), soit acquis lié, dans 75% des cas a des autoanticorps dirigés contre

ADAMTS13 et qui correspond aux formes de 'adulte.

1.1.4.1 Le PTT constitutionnel

La premiére manifestation du PTTc survient généralement avant I'dge de 10 ans, et
dans plus de 50% des cas, dés la naissance. Il s'agit d'un mécanisme rare, observé
chez environ 10% des patients atteints de PTT, dont un tiers révele la maladie durant
I'enfance. Cette forme est liée a un déficit sévére en ADAMTS13 d'origine
constitutionnelle, résultant de mutations bi-alléliques sur le géne ADAMTS13.
Connue sous le nom de Syndrome Upshaw Schulman (SUS), elle est transmise
selon un mode autosomique récessif. Les patients atteints sont soit homozygotes,
soit hétérozygotes composites. Le géne ADAMTS13 présente plus de 200 mutations
répertoriées (cf. Fig. 7) principalement localisées dans la région N-terminale. Environ
60% de ces mutations sont des mutations faux-sens, tandis que les 40% restants
sont des mutations non-sens, des délétions ou des décalages du cadre de lecture.
Parmi ces mutations, 70% entrainent la création de codons faux-sens, tandis que
30% provoquent la production de protéines tronquées. Jusqu'a présent, aucune

suppression compléte du géne ADAMTS13 n'a été signalée. (39)

L'analyse des protéines ADAMTS13 mutées a révélé que la plupart des mutations
sur le géne ADAMTS13 sont responsables d'un déficit quantitatif, tandis que le
dysfonctionnement est moins fréquent. Cependant, la majorité des mutations
identifiées n'ont pas encore été caractérisées sur le plan fonctionnel (39). Chez les

individus hétérozygotes porteurs de mutations ADAMTS13, ces mutations ne sont
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généralement pas symptomatiques du point de vue clinique, bien qu'elles puissent

s'accompagner d'une activitt ADAMTS13 normale ou partiellement réduite (40).

La pénétrance clinique des mutations ADAMTS13 varie d'un cas a l'autre. Les
mutations observées chez les patients atteints de PTT congénital révélées en pédiatrie
différent de celles identifiées chez les patients atteints de PTT congénital manifesté a
l'age adulte. A la fin de I'année 2017, le registre francais comptabilisait 34 cas de PTT
constitutionnelles révélés pendant I'enfance et 22 cas de PTT constitutionnelles
révélées pendant la grossesse, soit un total de 56 patients issus de 51 familles. Dans
65% des cas, les mutations étaient hétérozygotes composites, plus fréquemment chez
les adultes (65%) que chez les enfants (43%). Notamment, la mutation p. Arg1060Trp
était enregistré chez 82% des patients adultes atteints de PTT constitutionnel. Les
variations de séquences dans ADAMTS13 ont un impact sur sa conformation. (37)

(41)

Le niveau résiduel d'activitt ADAMTS13 ne semble pas étre strictement lié a I'age au
moment du diagnostic. Par exemple, bien que 40% des patients atteints de SUS avec
une activitt ADAMTS13 <1% présentent les premiers symptomes dés la période
néonatale, 20% d'entre eux semblent développer des symptomes aprés I'age de 20

ans.

Il est reconnu que certains facteurs favorisants, tels que le sepsis, une consommation

excessive d'alcool ou la grossesse, peuvent contribuer a déclencher une poussée de

PTT chez les patients atteints du SUS.
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1.1.4.2 PTT acquis

1.1.4.2.1 Autoanticorps anti-ADAMTS13

Le PTT auto-immun chez I'adulte est causé par un déficit sévere de I'activité
plasmatique ADAMTS13 di a des anticorps de type immunoglobuline G (IgG). Selon
les dosages, les anticorps sont détectés chez 80% des patients atteints de PTT
acquis avec un déficit sévere de l'activité ADAMTS13 plasmatique (42). Les
anticorps inhibiteurs représentent 90% de ces anticorps détectables et les 10%
restants sont représentés par les anticorps augmentant la clairance dit anticorps
neutralisant. Dans 20% des cas de PTT acquis, des anticorps anti-ADAMTS-13 ne
sont pas détectables (méme si I'activité ’ADAMTS13 est restaurée en phase de
rémission), suggérant d’autres mécanismes responsables du déficit en ADAMTS13
(39). Les tests immuno-enzymatiques (ELISA) permettent de détecter les IgG anti-

ADAMTS13 chez la majorité des patients atteint de PTTa (16).

La cartographie et le profilage des anticorps révélent que les IgG1 et IgG4 anti-
ADAMTS13 prédominent dans le plasma des patients atteints de PTT acquis (43) et
presque toutes les IgG anti-ADAMTS13 se lient aux domaines riche en Cys, en
particulier le domaine espaceur (S) (15). D'autres domaines ADAMTS13, notamment
le propeptide (P), le domaine métalloprotéase(M), le domaine désintégrine, la
premiére répétition TSP1 (T1), les répétitions TSP1 plus distales et les domaines

CUB sont moins réactifs vis-a-vis des auto-anticorps (15) (cf. Fig. 8)
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Figure 8: Répartition des anticorps sur les différents domaines de 'ADAMTS13

Une analyse plus approfondie démontre que les principaux épitopes antigéniques
sont localisés sur les résidus Tyr572-Asn579 , Val657-Gly666 et Gly662-Val687
(44). Chez une maijorité de patients PTT (90%) la réactivité de TADAMTS13 est
perdue a la suite de la substitution des résidus Arg568, Phe592, Arg660, Tyr661 et
Tyr665 dans l'exosite 3 du domaine espaceur (cf. fig. 15). Il a été démontré que ces
résidus jouent un réle essentiel dans la reconnaissance du substrat et la protéolyse
du VWF dans diverses conditions (13). Par conséquent, il est concevable que la
liaison des auto-anticorps anti-ADAMTS13 a cette région bloque la liaison au

substrat et sa fonction protéolytique.

1.1.4.2.2 Facteurs de risques

Des facteurs de risques au PTTa sont identifiés dans 50% des cas. On y retrouve les
maladies auto-immunes (lupus érythémateux systémique ou un syndrome de
Sjogren), la grossesse, une infection par le VIH ou un cancer. D’authentiques PTT
auto-immuns ont également été rapportés suite a l'utilisation de certains médicament

(antiagrégants plaquettaires, d'immunomodulateurs et anti-cancéreux ...). Dans la
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forme auto-immune le PTT survient plus frequemment chez la femme avec un ratio
de 3 femmes pour 1 homme, pour un dge d’environ 40 ans.

Il existe certains facteurs prédisposant a la pathologie tel que I'ethnicité
essentiellement I'ascendance africaine avec une incidence multipliée par 7 (45).
L’antigéne leucocytaire HLA-DRB1*04 a été défini comme ayant un effet protecteur
(46).

La fréquence de l'allele HLA-DRB1 * 04 est considérablement réduite chez les
patients ayant un PTTa et d’origine africaine. La faible fréquence naturelle de cet
alléle peut contribuer au risque accru de développer la pathologie dans cette
population.

Quant aux alléles de I'antigéne leucocytaire humain (HLA)-DRB1*11 et HLA-DQB*03

:01, ils sont sur-représentés chez les patients caucasiens atteints de PTTa.

1.1.4.3 PTT au cours de la grossesse

Parmi les cas de PTT survenant chez des adultes, ceux associés a la grossesse se
distinguent par une fréquence tres élevée du Syndrome Upshaw-Schulman (SUS),
atteignant environ 33 %. Ce taux peut méme atteindre prés de 50 % lorsqu'il s'agit
d'une premiére grossesse. Le PTT lié a la grossesse se manifeste principalement au
cours de la seconde moitié de la gestation. En effet, au fil de la grossesse, l'activité
de 'ADAMTS13 diminue progressivement a partir de la 12éme semaine de
grossesse. Vers la fin de la grossesse, l'activité de 'ADAMTS13 diminue d'environ 15

a 20 % par rapport aux niveaux observés avant la grossesse (39).

Dans le cas du SUS, le PTT peut se manifester des la premiére grossesse, ce qui

permet de faire la différence avec la forme acquise. Le PTT obstétrical peut entrainer
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des complications telles qu'un retard de croissance intra-utérin, une mortalité foetale
et néonatale, en particulier si le diagnostic et la prise en charge sont tardifs.
Contrairement a d'autres conditions médicales liées a la grossesse, telles que la
prééclampsie ou le syndrome HELLP, I'accouchement du fcetus ne permet pas de
corriger les symptéomes du PTT. Par conséquent, sauf en cas de complications
foetales, il n'est pas recommandé d'interrompre la grossesse, et la patiente doit étre

traitée conformément aux recommandations médicales habituelles.(47)

L'incidence du PTT est estimée a 1 a 2 cas par million d'habitants par an, avec une
prévalence de 13 cas par million d'habitants. Le PTT constitue environ 3% de
I'ensemble des MAT. Il est généralement de forme acquise, représentant 90% des
cas, tandis que la forme congénitale, connue sous le nom de syndrome d'Upshaw-
Schulman (SUS), constitue 10% des cas.

Lorsqu'un premier épisode de PTT se produit a I'age adulte, il est généralement de
nature acquise dans 98% des cas, tandis que dans 2% des cas, il est d'origine
héréditaire. En revanche, lorsque le PTT survient pendant I'enfance, il est de forme

acquise dans 65% des cas et d'origine héréditaire dans 35% des cas (39).
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1.2.1.1 Symptomatologie

Le systéme nerveux est I'organe le plus fréquemment atteint lors d’'un épisode aigue
de PTT. Les symptdmes vont du simple mal de téte ou confusion transitoire (26 % a
30 %) aux déficits focaux transitoires, convulsions, accident vasculaire cérébral ou
coma (30 % a 41 %). Un score sur I'échelle de Glasgow < 14 s'est avéré étre associé
a une multiplication par neuf de la mortalité par rapport aux patients atteints de PTT
avec un score normal sur I'échelle de Glasgow. Les symptdmes gastro-intestinaux
sont fréquents dans le PTT (35 % a 39 %). Ceux-ci peuvent inclure des nausées, des
vomissements, des douleurs abdominales ou de la diarrhée. L'insuffisance rénale
aigué nécessitant une dialyse est présente chez 4 a 15 % des patients. La
dysfonction rénale semble étre plus fréquente chez les patients &gés. L'absence de
dysfonctionnement rénal sévere aide a différencier le PTT du SHU, dans lequel
l'insuffisance rénale oligurique ou anurique est plus fréquente. Bien que les
symptémes cardiaques soient rares, des taux élevés de troponine ont été mesurés

chez 68 % des patients et ont été associés a un pronostic plus sombre. (48)
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Fréquence (%)

Présentation clinique, %

MAHA avec thrombocytopénie 100
Anomalies neurologiques 39-80
Majeur 18-53
Mineure 27-42
Fievre 10-72
Symptomes gastro-intestinaux 35-39
Atteinte rénale 10-75
Pentade classique ~ 7

Résultats de laboratoire

Numération plaquettaire médiane, x10 ° /L 10-17
Créatinine médiane, pmol/L 0,96-1,42
LDH médiane, U/L 1107-1750
Hématocrite médian, % 20-27

LDH, lactate déshydrogénase.

* MAHA, thrombocytopénie, anomalies neurologiques, fiévre et dysfonctionnement rénal.

Tableau 1 : Fréquence des symptémes cliniques et biologique du PTT (47)

1.2.1.2 Scores

La décision d'initier ou non un échange plasmatique est un grand défi pour les

cliniciens, étant donné la rareté du PTT, la variabilité des manifestations cliniques et

le chevauchement de la présentation clinique avec d'autres MAT.

Deux stratégies potentielles peuvent faciliter cette décision difficile et a fort enjeu : la

disponibilité rapide de la mesure de I'activité de TADAMTS13 ou ['utilisation d'outils
de prédiction clinique. Comme la mesure rapide de l'activité de TADAMTS13 n'est

pas disponible dans la plupart des centres, des modeéles de prédiction clinique ont
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été développés. Ces scores de prédiction intégrent des parameétres cliniques et de
laboratoire de routine pour estimer la probabilité pré-test de déficit sévere en

ADAMTS13 (48).

Le Bentley score a été le premier a étre développé. En raison de sa complexité et de
la nécessité de mesurer les Ddimeéres, ce score n'a pas été largement adopté. Le
French score, dérivé d'une cohorte de 214 patients, est quant a lui, un score plus
simple a 3 composantes avec l'inclusion d'un test d'anticorps antinucléaires. Dans la
cohorte de dérivation originale, un score de faible probabilité (0/3) était associé a une
valeur prédictive négative de 93,3 %. Une version modifiée composée de seulement
2 composants (numeération plaquettaire et concentration plasmatique de la

créatinine) a donné des résultats similaires (48) (cf. table 1).

Créatinine < 200pmol
Plaquettes < 30000/ml
VPP 85%
VPN 93,30%
Spécificité 48,80%
Sensibilité 98%

Table 1: French score (49)

Le score le plus récemment développé est le PLASMIC score (cf. table 2), dérivé de
la cohorte de patients du Harvard TMA Research Collaborative Registry. Il s'agit d'un

score a 7 composantes, avec 1 point désigné pour chaque composante. Le
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PLASMIC score classe les patients en catégories a faible risque (0-4), a risque

intermédiaire (5) et a haut risque (6-7).

The PLASMIC score — modiﬁcdl_l
Points
Platelet count <30 x 10°/L 1
Hemolysis variables (reticulocyte count elevation; undetectable haptoglobin, or bilirubin — indirect 1
>2.0 mg/dL)
No active cancer 1
No history of solid-organ or stem-cell transplant 1
MCV <90 fL 1
INR <1.5 1
Creatinine <2.0 mg/dL 1
INR: international normalized ratio; MCV: mean corpuscular volume.

Table 2: PLASMIC score (49)

Les performances du French score modifié et du PLASMIC score ont été comparées
dans une cohorte indépendante. Le score PLASMIC s'est avéré supérieur. Un
avantage du score PLASMIC par rapport aux autres scores est qu'il implique des
tests de laboratoire simples qui peuvent étre facilement obtenus dans la plupart des
situations d'urgence. Dans une étude de validation externe indépendante, le score
PLASMIC a pu étre calculé pour 96 % de la cohorte, alors que le French score (non
modifié) et le score Bentley n'ont pu étre évalués que chez 47 % et 33 %,

respectivement (48).
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1.2.2 Diagnostics biologiques

1.2.2.1 Parametres biologiques

Le PTT doit étre suspecté chez tous les patients atteints d’anémie hémolytique et de

thrombocytopénie (cf. fig. 9). Un épisode aigu se présente presque uniformément

avec une thrombocytopénie sévére (typiquement <30 x 10 ° /L) et une anémie

hémolytique mécanique régénérative associant la présence de schizocytes,

I'effondrement de I’haptoglobine et une bilirubine totale élevée (50) (51). Le test de

Coombs est généralement négatif et les paramétres de coagulation sont trés peu voir

pas du tout perturbés au cours du PTT.(45)
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Figure 9: Organigramme pour l'investigation ADAMTS13 dans le PTT (43)
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1.2.2.2 Mesure de l'activité de TADAMTS 13

lls existent plusieurs techniques permettant de mesurer 'activité :

Les méthodes de 1ere genération qui utilisent le VWF entier comme substrat

sont considérées, d’aprés le CNR-MAT (Centre national de référence des
microangiopathies thrombotiques), comme étant exigeantes sur le plan technique, et
I'expertise nécessaire pour les utiliser reste exceptionnellement disponible dans les
laboratoires hospitaliers de biologie médicale. Il est raisonnable de penser qu'elles
sont devenues obsolétes pour les soins en 2022. Dans des cas trés rares, ces
méthodes de premiére génération, notamment le Collagen Binding Assay (CBA),
peuvent étre utiles pour documenter les cas extrémement rares de PTT congénital
dans lesquelles des mutations exclusivement situées a I'extrémité C-terminale du
géne ADAMTS13 pourraient rendre les méthodes de mesure de l'activité

d'ADAMTS13 de deuxieme génération insuffisante. (48).

Les méthodes dites de 2eme genération : représentent les méthodes de

mesure de I'activité ’ADAMTS13 les plus appropriées en 2022 d’apres le CNR-
MAT. Ces méthodes utilisent un petit peptide de VWF (fragment VWF73) comme
substrat.

a) La méthode fluorimétrique FRETS-VWF73 : il s’agit de la méthode de
référence. Le principe de cette technique repose sur la vitesse d’hydrolyse
d’'un peptide de 73 acides aminés qui représente le substrat minimum
d’ADAMTS13 (50). Ce peptide issu du VWF est commercialisé sous le nom
de FRETS-VWF73 (Peptide Institute Inc., Osaka, Japon). Sur ce peptide est
fixé un fluorochrome et un absorbeur d’énergie de telle sorte que si 'on excite

le fluorochrome a une longueur d’onde de 340 nm, aucune fluorescence n’est
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émise si le VWF n’est pas clivé par TADAMTS13. Lors de la protéolyse du
FRETS-VWF73, 'absorbeur d’énergie s’éloigne du fluorochrome et une
fluorescence de 440 nm proportionnelle a I'activité ’ADAMTS13 est émise

(cf. fig. 10). Les valeurs de références sont comprises entre 50 et 150 %.

Fragment de VWF recombing

FRET En présence d'ADAMTS
13, le substrat est clivé

-

Fluorophore ,

Fragment de vWF recombing

‘ ADAMTS-13 Protease

Le clivage du substrat
permet une émission de
orescen

Fragment de vWF recombing

Figure 10: Principe de la mesure d’activité d’ADAMTS13 avec le substrat
FRETS-VWFT73. FRET : Fluorescence Resonance Energy Transfer (50)

b) Les méthodes chromogéniques ELISA : Le substrat GST — VWF73 est fixé
sur une plaque de 96 puits par un anticorps anti-GST. LADAMTS13 présent
dans le plasma du patient clive le substrat. La réaction est révélée par un
anticorps monoclonal conjugué a la peroxydase. L’activité peroxydasique est
révélée par ajout de tetramethylbenzidine puis arrétée par de 'H2S04 a 0,5 M
au bout de 30 min. Les résultats de densité optique obtenus & 450 nm sont
ensuite convertis en % grace a une gamme d’étalonnage. Les valeurs de

références sont comprises entre 50 et 150 %. Au centre biologie pathologie du
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CHU de Lille, nous utilisons la technique ELISA (TECHNOZYM ADAMTS13

ACTIVITY, technoclone) (cf. fig. 11).

\ J \ J

. Incubation des Incubation le I'AC conjugué a
Plaque fevetuie TAG-vWF73 échantillons=> HRP dirigé contre le site de
d'anticorps anti- inocibiation I'ADAMTS-13 clive le clivage du substrat vWF73

10 du substrat Substrat vVWF73

Figure 11: Principe de mesure de I'activité de 'ADAMTS13

La méthode de 3eme genération automatisée, par chimiluminescence

(automate Acustar Werfen IL) est, d’apres le CNR-MAT, « trés prometteuse au vu
des trés bons résultats des évaluations réalisées depuis 2019 mais nous n’avons
que quelques années de recul sur son utilisation en pratique courante. La question
de la pérennité de la qualité des réactifs Werfen IL (production, reproductibilité de la
qualité des lots...) notamment, demeure en suspens, la encore en raison du faible
recul d’utilisation en vie réelle dont nous disposons en 2022 » ; Le CNR MAT a mis
en évidence que la méthode utilisant la chimiluminescence semble étre tres
appropriée pour la surveillance biologique en raison de ses performances
analytiques robustes dans la zone 0 a 25 %. Comme le rapport le souligne
également, cette méthode est caractérisée par sa rapidité. Cependant, selon le CNR-

MAT et le CNP-BM (Conseil national professionnel de biologie médicale), les
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meéthodes basées sur la chimiluminescence présentent une sensibilité et une
spécificité Iégérement inférieures a la méthode de référence, FRETS VWF73. (3).
Néanmoins, une note du laboratoire WERFEN de février 2022 recommande de
vérifier tous les résultats ADAMTS13 <10% par une autre technique (ELISA ou

FRET) afin de confirmer les nouveaux diagnostics de PTT.

1.2.2.3 Recherche et titrage des anticorps anti-

ADAMTS13

Titrage d’Ac par technique Bethesda : Les échantillons sont soumis a un

processus d'inactivation par la chaleur pendant 30 minutes a une température de
56°C. Ensuite, ils sont mélangés a diverses dilutions avec un pool de plasma normal.
Apres incubation, l'activité résiduelle d ADAMTS13 est mesurée et exprimée en
unités Bethesda (1 UB/ml d'inhibiteur inhibe 50 % de I'activité ’ADAMTS13 d’un
plasma normal) (52). Actuellement, en France, cette technique est rarement utilisée
car elle est semi-quantitative et demande un temps considérable pour étre réalisée
(33). De plus, elle présente des risques d'erreurs en raison de la manipulation du
plasma et offre une sensibilité limitée en raison des dilutions successives. Il est
également important de noter que jusqu'a 10% des patients atteints de PTT
possedent des auto-anticorps qui ne parviennent pas a inhiber TADAMTS13. Enfin, il
convient de signaler qu'un titre d'lgG anti-ADAMTS13 supérieur a 30 UB est

exclusivement associé a une activité inhibitrice (33).
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Mesure de l'inhibition : Il est possible de mesurer un pourcentage d’inhibition,

simultanément a la mesure de I'activité de TADAMTS13. Cette technique dérive de la
méthode Bethesda, elle consiste a mesurer I'activité résiduelle de TADAMTS13 dans
le mélange d’'un plasma témoin et du plasma patient préalablement chauffé
contenant des anticorps (Ac). Le pourcentage d’inhibition est égal au taux attendu
soustrait du taux mesuré divisé par le taux attendu. Le résultat obtenu est significatif

s'il est > 40%.

Titrage des Ac par technique ELISA : cette méthode de détection des IgG est

la plus répandue : elle utilise 'ADAMTS13 recombinant de type sauvage et une
révélation par des anticorps anti-lgG humaine. Elle dose les IgG anti-ADAMTS-13
(en U/ml) mais ne détectent pas les anti-ADAMTS-13 d’autres classes (IgA, IgM)
(39). La référence est identique a celle du dosage de I'activité ADAMTS13. Les
résultats de densité optique obtenu a 450 nm sont ensuite convertis en U/ml, grace a
une gamme d’étalonnage. Le dosage est positif si le titre est > 25 U/ml).

A Lille, la méthode de titrage par ELISA est utilisée depuis 2005 (TECHNOZYM INH

— technoclone) (cf. fig. 12).
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1.2.2.4 Recherche de mutation du géne de

'TADAMTS13

Le géne de 'ADAMTS13 est localisé sur le chromosome en position 9934.2 et
s'étend sur 37 kb, comprenant 29 exons. Lorsqu'il s'agit du cas index, la détection
des mutations repose sur une technique de séquengage haut débit couvrant les 29
exons du gene ADAMTS13, ainsi que les jonctions entre les exons et les introns, les
régions 3'UTR et 5'UTR, ainsi que le promoteur du gene. En ce qui concerne les
membres de la famille, seul(s) le ou les exons mutés chez le cas index sont soumis
au séquencage (53). A I'neure actuelle, la recherche de mutations ADAMTS13 n'est
effectuée que dans un laboratoire spécifique, a savoir le CHU de Nantes. Les délais
moyens pour obtenir les résultats sont d'environ quatre mois pour les cas index et

d'un mois pour les apparentés (39).
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Le diagnostic différentiel implique I'exclusion d'autres maladies qui peuvent présenter

des symptdmes similaires au PTT.

a)

b)

d)

Le syndrome hémolytique et urémique (SHU) est une affection similaire au
PTT, caractérisée par une anémie hémolytique microangiopathique, une
thrombocytopénie et une insuffisance rénale aigué. Les deux affections

peuvent étre cliniquement difficiles a distinguer.

La coagulation intravasculaire disséminée (CIVD) est un état pathologique
caractérisé par une activation généralisée de la coagulation sanguine,
entrainant la formation de caillots dans les petits vaisseaux, une
thrombocytopénie et des saignements. Elle peut étre causée par diverses
affections sous-jacentes (infections graves, complications obstétricales,

cancers ou traumatismes séveéres).

L’anémie hémolytique auto-immune (AHAI) est une maladie dans laquelle le
systéme immunitaire attaque et détruit les globules rouges, entrainant une
anémie hémolytique pouvant étre associée a une thrombocytopénie. Le test

de Coombs positif.

Le lupus érythémateux systémique (LES) est une maladie auto-immune qui

peut affecter divers organes. Il peut parfois provoquer une thrombocytopénie

et d'autres symptdmes similaires a ceux du PTT.
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e) La thrombocytopénie induite par I'héparine (TIH) est caractérisée par une

f)

thrombopénie sans anémie conjointement a un traitement par héparine.

Le HELLP syndrome est une MAT localisée dans le foie, il s’agit d’'une forme
sévere de pré- éclampsie. Elle se manifeste également par 'association d’une
anémie hémolytique, d’'une thrombopénie et spécifiquement d’'une cytolyse
hépatique. Parfois certains signes neurologiques peuvent étre retrouvés tel
que un flou visuel souvent di a un cedéme cérébral postérieur (Posterior
Reversible Encephalopathy Syndrome), amenant la confusion avec le

diagnostic clinique du PTT (54).
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1.3 Prise en charge thérapeutique

1.3.1 PTT acquis

1.3.1.1 Echanges plasmatiques

Les échanges plasmatiques (EP) en présence du plasma frais congelé (PFC) est le
fondement du traitement de premiére intention du PTT (45). Le principe de L'EP est
d’apporter de TADAMTS13 tout en éliminant les auto-anticorps anti-ADAMTS13
circulants. Les retards de traitement peuvent entrainer une mortalité précoce. En
régle générale, un échange de volume plasmatique de 1 a 1,5 x est effectué pendant
les trois premiers jours, suivi d'un échange de volume plasmatique de 1 x chaque
jour par la suite. Bien qu'il n'y ait pas de durée optimale de traitement ou de nombre
pré-spécifié de procédures requises, le traitement doit étre poursuivi

quotidiennement jusqu'a I'obtention d'une réponse clinique (définie par une

numération plaquettaire = 150 x 109 /L) et maintenue pendant deux jours (45).

1.3.1.2 Traitement immunosupresseurs

Le traitement immunosuppresseur associe les corticoides, le Rituximab. Le
principe général du traitement est de cibler la production d'anticorps pour permettre

la récupération des taux circulants dADAMTS13.

Les corticostéroides : Etant donné le mécanisme auto-immun longtemps suspecté

dans le PTT, les corticoides ont été utilisés comme traitement de la maladie depuis
de nombreuses années. Bien qu'il existe un niveau de preuve faible, il y a un

consensus solide pour les associer aux échanges plasmatiques (EP) a une dose de
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1 a 1,5 mg/kg/jour pendant la phase aigué, généralement pendant 2 a 3 semaines,
avec une réduction sur une semaine. Il a été suggeéré qu'une corticothérapie a des
doses plus élevées pourrait présenter un intérét par rapport a une corticothérapie
standard. Cependant, la recommandation actuelle, bien que basée sur des preuves
empiriques, est de suivre une corticothérapie standard. Il n'est pas nécessaire de
traiter préventivement 'ostéoporose cortisonique en cas de traitement par corticoides
de moins d'un mois, ce qui est généralement la norme. Les corticoides sont
administrés initialement par voie intraveineuse immédiatement apres la fin des

échanges plasmatiques, puis par voie orale (1).

Le Rituximab : est un anticorps monoclonal dirigé contre CD20, ciblant

spécifiquement les cellules B. Le rituximab est administré le plus souvent pendant la
phase aigué de PTT, généralement pendant les premiers jours d'hospitalisation ou
peu de temps aprés. Une méta-analyse récente montre que le rituximab administré
lors d'un épisode aigu de PTT non seulement réduit le taux de rechute mais réduit
également la mortalité. Le rituximab semble également étre efficace chez les patients
présentant un PTT réfractaire ou une mauvaise réponse aux EP. La posologie
standard du rituximab est de 375 mg/m 2/ semaine pour un total de quatre doses, ce
qui est recommandé a la fois pour les épisodes initiaux de PTTa et pour les rechutes

(45).
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Le Caplacizumab (CABLIVI)®

Depuis 2019, le Caplacizumab est utilisé dés le diagnostic, en association

avec les échanges plasmatiques (EP). Ce médicament est un nano-anticorps

bivalent d'environ 28 kDa, composé de deux domaines variables de chaines lourdes

d'immunoglobuline reliées par trois résidus d'alanine. Il a regu I'approbation en
Europe en aodt 2018 (AMM) et aux Etats-Unis en février 2019 pour le traitement du

PTT a (3). Le Caplacizumab agit en se liant au domaine A1 du VWF, inhibant ainsi

l'interaction entre le VWF et son récepteur plaquettaire, la glycoprotéine 1b, dans des

conditions de cisaillement élevées. Cette action prévient la formation de

microthrombi plaquettaires en présence des multiméres de VWF de haut poids

moléculaire. Ce mécanisme d’action inhibe la formations des microthrombi a la

phase aigué en stabilisant les plaquettes, jusqu’a ce que les échanges plasmatiques

et I'immunomodulation corrigent I'activité de 'ADAMTS13 a des seuils protecteurs.

(cf. fig. 13).
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Notes : (A) Physiopathologie d'u PTTa ; la présence d’auto-anticorps anti-ADAMTS13 inhibe le clivage protéolytique des multimeres de
hauts poids moléculaires du vwf par TADAMTS13 qui se traduit par I'agrégation des plaquettes via les récepteurs GP1b-a et le domaine A1
activé du vwf provoquant une thrombose microvasculaire et des lésions ischémiques des organes.

(B) le Caplacizumab blogue l'interaction plaquettaire et multiméres de hauts poids moléculaires du VWF en se liant au domaine A1 du VWF

Figure 13: Mécanisme d‘action du Caplacizumab (55)
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Dans la forme congénitale du PTT, la plasmathérapie prophylactique est une option
thérapeutique actuellement disponible (généralement 10 ml/kg) et la fréquence des
perfusions de plasma est guidée par la tolérance et la chronicité de la maladie. Le
titrage des IgG anti-ADAMTS13 doit étre effectué régulierement chez ces patients
afin de détecter la survenue potentielle d'allo-anticorps anti-ADAMTS13 (56).
L’ADAMTS13 recombinante humaine (rADAMTS13) a étre évaluée chez ’'homme et
présente un profil comparable a TADAMTS13 humaine (57) et réduit les défaillances

d’organes (58) .

Les différentes évolutions possible d’'un PTT ont été redéfinies par I'International
working group on PTT (59). Il différencie :

La réponse clinique qui est définie par une numération plaquettaire = 150 x 10° /L de

maniére soutenue, LDH < 1,5 fois la limite supérieure de la normale associée a
I'absence de signes cliniques, de lésion ischémique nouvelle ou progressive d'un

organe (59).

L’exacerbation clinique survient aprés une réponse clinique avant la rémission

clinique. Elle se définit par une numération plaquettaire qui diminue a moins de 150 x
10° /L (aprés avoir exclu les autres causes de thrombopénie), avec ou sans signe
clinique de Iésion ischémique nouvelle ou progressive d'un organe, dans les 30 jours

apreés l'arrét des échanges plasmatiques ou du traitement anti-VWF (59).
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La rémission qui se divise en 3 composantes :

a) La rémission clinique : Il s’agit d’'une réponse clinique soutenue, sans
échanges plasmatiques ni traitement anti-VWF depuis au moins 30 jours, ou
obtention d'une ADAMTS13 >20%.

b) La rémission partielle ADAMTS13 : intégrant une activité ’ADAMTS13 = 20
% et < limite inférieure de la normale,

c) La rémission complete ADAMTS13 : qui se définit par une activité

d’ADAMTS13 2 limite inférieure de la normale (59)

La rechute avec :

a) Une rechute clinique est définie comme suit : aprés une période de rémission
clinique, la numération plaquettaire passe sous le seuil de 150 x 10"° /L, en
excluant d'autres causes de thrombopénie, avec ou sans preuves cliniques de
nouvelles Iésions ischémiques. Pour confirmer une rechute clinique, il est
nécessaire de documenter un déficit sévére en ADAMTS13. (59).

b) la rechute ADAMTS13 : aprés une rémission clinique (partielle ou compléte),

I'activité dADAMTS13 dosée a moins de 20 % (59).
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L'évaluation de l'activité d'ADAMTS13 est cruciale dans le suivi des patients atteints
de PTT (Purpura Thrombotique Thrombocytopénique). Ceci est di au fait que la
carence seévére en ADAMTS13 est généralement la premiére anomalie a se
manifester, suivie par d'autres complications telles que les cytopénies, I'hnémolyse et
les atteintes d'organes. La procédure de suivi comprend plusieurs étapes
importantes. Initialement, aprés que les taux de plaquettes sont revenus a la normale
(et que les EP sont arrétés), le dosage de I'activité d'ADAMTS13 et la surveillance
biologique sont effectués de maniere hebdomadaire. Cette surveillance se poursuit
jusqu'a ce que l'activité d'ADAMTS13 atteigne partiellement des taux de 20 a 30%.
Ensuite, un contréle additionnel est réalisé apres 28 jours pour confirmer la
normalisation, visant idéalement un taux d'au moins 50 %. Par la suite, les controles
sont espaceés, passant d'abord a une fréquence de tous les trois mois, puis de tous
les six mois, et ce, sur plusieurs années. En principe, la surveillance est effectuée a

vie. (3)

En cas de déficit sévére en ADAMTS13 survenant pendant une période de
rémission, les patients recoivent des perfusions préventives de rituximab. Dans cette
situation, la surveillance, incluant des analyses biologiques standards et la mesure
de l'activité d'ADAMTS13, est effectuée un mois aprés la perfusion, puis d'un suivi

trimestriel une fois que I'activité d'ADAMTS13 est restaurée. (3).

De plus, tout patient présentant des signes cliniques ou biologiques suggérant une
rechute du PTT, une mesure supplémentaire de l'activité¢ '/ADAMTS13 sera réalisée.

Enfin, pour les patients ayant des antécédents de PTT, une évaluation de l'activité
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d'ADAMTS13 est également réalisée en cas de projet de grossesse ou en vue d'une

intervention chirurgicale planifiée. (3)

Dans l'ensemble, la surveillance réguliére de l'activité d'ADAMTS13 est essentielle
pour le suivi et la gestion efficace des patients atteints de PTT, permettant de

détecter les anomalies précoces et d'ajuster les traitements en conséquence.
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Le diagnostic d'un PTTa repose sur le dosage de l'activité de TADAMTS13 associé a
la recherche de I'AC anti-ADAMTS13 par technique ELISA qui détecte les IgG
polyclonales anti ADAMTS13. Lorsque la recherche par technique ELISA est
négative, nous réalisons la technique Bethesda qui consiste a détecter l'activité
inhibitrice du plasma patient vis-a-vis de TADAMTS13 d’un plasma témoin. Le
résultat s’exprime en pourcentage d’inhibition, et le résultat est positif a partir de 40%

d’inhibition.

Nous avons repris les dossiers des patients présentant un PTTa sans Ac détecté par
technique ELISA mais avec un test d’inhibition positif, afin de détailler les
circonstances d’apparition de la maladie ainsi que I'évolution au cours du traitement
et d’'identifier un lien éventuel entre la présentation clinique de la maladie chez ces

patients et leurs caractéristiques biologiques.

Peu de travaux se sont intéressés a ce type de patients.

Un travail récent a détaillé la conformation de TADAMTS13 et I'immunoprofil des
patients japonais atteints de PTTa, en effet le diagnostic de PTTa au japon est basé
sur le test d'inhibition, sur 195 patients en phase aigué de PTTa, I'lgG anti-
ADAMTS13 n’était pas détectée pour 12 patients (blood 2023). Aucune explication

n’est apportée a cette discordance.
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La détection d’une inhibition sans Ac identifié est donc connue. L’objectif de ce travalil
est de colliger les données clinico- biologiques de ces patients, d’étudier leur mode
de rechutes, afin d’identifier éventuellement des profils communs et d’apporter des
arguments pour poursuivre la caractérisation de cette dysimmunité : conformation de

'ADAMTS13, classe d'IgG, immunoprofil.

Pour cette étude nous avons identifié les patients porteurs d’'un PTTa caractérisés au
diagnostic par un test d’inhibition positif sans détection de I'anticorps associé par
technique ELISA, de la région des Hauts de France, entre 1992 et 2021.

L’ensemble des données cliniques, biologiques, les traitements regus, I'évolution du

PTT et le profil de rechute ont été analysés.
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Entre 1992 et 2022, 74 diagnostics de PTTa ont été réalisés au laboratoire du CHU
de Lille, parmi lesquels 12 PTTa étaient caractérisés par un test d’inhibition positif

sans détection d’auto-anticorps a la phase inaugurale.

Histoire de la maladie

PTTa diagnostiqué en 1992, chez une patiente de 34 ans, caractérisé par une
anémie hémolytique avec 20% de schizocytes associée une thrombopénie.

Prise en charge thérapeutique par plasmaphérése.

Splénectomie en 1993 aprés 4 récidives de PTT.

Cette patiente présente la particularité d’avoir une activit¢ ADAMTS13 indosable
(sauf en 2006 et en 2007), méme en période de rémission. Les Ac sont mesurés
jusqu’ ‘en 2007 par technique Bethesda. Les tests ELISA utilisés depuis 2007 ne
permettent pas détecter les Ac, mais I'activité inhibitrice du plasma reste positive.
Malgré une activitt ADAMTS13 effondrée et des Ac présents, la patiente ne présente
aucune manifestation de PTT, ni biologique ni clinique.

En décembre 2018, la patiente présente une rechute biologique en post
remplacement de valve aortique par bioprothése pour rétrécissement aortique, dans
un contexte de bactériémie a Klebsiella oxytoca et d’hyperthermie a 39°C (NP = 15
G/l, hb =9 g/dl, haptoglobine effondrée) Prise en charge par plasmaphérése

associée a un traitement par corticoides et rituximab.
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Cette patiente est suivie depuis en consultation de néphrologie : les dosages de
'ADAMTS13 sont régulierement < 1% sans présence d’auto-anticorps ou faiblement
dosés, associés a une inhibition positive (> 40%), sans anémie hémolytique ni
thrombopénie. Il a été réalisé en février 2021, avril 2022 et janvier 2023, de fagon
prophylactique, des injections de rituximab. On observe en février 2023, une activité

ADAMTS13 majorée a 29%
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Figure 14: Evolution du taux d'anticorps anti-ADAMTS13 du patient 1
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Profil biologique

Parametre/date 1992 2002 2005 | 2006 2007 | 2008 2009 | 2010 2011 | 2012 2013 2014 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 | 2023
Hémoglobine (g/dl) 14,3 | 13,7 | 13,3 | 14,3 | 13,5 | 13,3 | 13,9 | 13,8 | 14 12,7 |9 10,9 | 12,8 | 12 12 11,7

Plaquettes (G/I 381 | 414 | 484 | 435 | 416 | 408 | 357 |384 |411 (439 |15 359 | 327 | 413 | 453 | 457

Schizocytes (%) 20 <1 <1 <1 |«1 6 <1 <1 2 <1 1-2 |<«1 <1

Réticulocytes (G/I) 66 67 107 | 80 78 71

Haptoglobine (g/l) Indos. 2,07 (1,47 1,48 | 1,79 | 1,54 Indos. | 1,31 1,24 | 1,42 | 1,62 | 1,44

LDH (U/1) 517 | 414 | 489 | 665 | 566 |246 |302 |280 |251 |261 |375 341 | 333 |351 | 261 |308

Urée (g/l) o4 | 030027031042 /0,28 |0,38 |047 (051|035 041 |0O49 (049 03 |0,50 |0,48

Créatinine (mg/I) 9 8 9 9 9 9 10 11 11 11 16 12 11 12 10 11

ADAMTS13 activité <10 | <10 17 51 <10 | <10 | <10 | <10 | <10 |<10 |<10 |<10 |<10 (<10 <10 | <10 |<10 |<10 |29
(%)

Anti-ADAMTS13 330 | 215 27 17 58 |11 25 35 14 17 18 11 11 14 16 4 2
Ac (U/ml)

Test d’inhibition (%) Nég | Nég Pose Pose | Pose Pose | Pose | Pose Pose | Pose
34% 60% 58% | 41% 46% | 58% | 57% 57% | 51%

Tableau 2: Profil biologique du patient 1
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Histoire de la maladie

PTTa diagnostiqué en Aout 2002 chez un patient de 28 ans dans un contexte de
céphalées persistantes depuis une dizaine de jours sans syndrome infectieux.

Sur le plan biologique, on notait une anémie sévére associée a une thrombopénie.
L’activité ADAMTS13 est a 9% sans autoanticorps détectés, mais associée a une
inhibition a 61%. Une hématurie importante est notée en I'absence de toutes
manifestations fonctionnelles.

Prise en charge par plasmaphérése et corticoides associés a la transfusion de 2
culots globulaires. Exacerbation aprés arrét précoce des plasmaphéréses en raison
d’'une correction rapide des plaquettes qui a nécessité une reprise des
plasmaphéréses.

Rechute du PTT en 2005, les Ac n’ont pas été recherchés et le test d’inhibition était
positif, sans plus de détail. Les rechutes survenues en 2007, 2008 et 2010 étaient
associées a la détection d’auto-anticorps. Le rituximab a été introduit pour la
premiére fois en 2010, a partir de cette date, les Ac ne sont plus détectés, malgré un
test d’inhibition positif, lors des 4 rechutes en 2012, 2013, 2014 et 2020 traitées par

rituximab. Aucun événement n’a été observé depuis 2020.
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Profil biologique

Paramétre/date 2002 2005 2006 2007 | 2008 2009 2010 | 2011 2012 | 2013 | 2014 2015 | 2016 2017 2018 2019 2020 2023
Hémoglobine (g/dl) ¥4

Plaquettes (G/l) 14

Schizocytes (%) 3

Réticulocytes (G/I) [k

Haptoglobine (g/l) Indosa
ble

LDH (U/1) 911

Urée (g/l)

Créatinine (mg/l) 11

ADAMTS13 activite [ <10 |70 |<10 [<10 [19 |<10 [<10 [<10 [<10 [<10 [75 |80 [99 [53 [55 [<10 |57
(%)

Anti-ADAMTS13 5 23 130 (418 | 14 81 5 5 18 14 2 <2 5 7 9 5 11
Ac (U/ml)

Test d'inhibition (%) Kl Pose Pose | Pose | Pose | Nég Pose
57% | 42% | 60% 61%

Tableau 3: Profil biologique du patient 2
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Histoire de la maladie

PTTa diagnostiqué en 2008 chez une patiente de 45 ans, dans un contexte de
syndrome grippal. Présence d’'une anémie hémolytique et d’'une thrombopénie :
L’activité ADAMTS13 est dosée a 32% aprés plusieurs échanges plasmatiques, sans
détection d’autoanticorps, associée a une inhibition a 51%. L’ensemble du tableau
clinico- biologique est en faveur d’'un purpura thrombotique thrombocytopénique sans
défaillance rénale associee.

La patiente a bénéficié de 7 échanges plasmatiques associés a une corticothérapie.
Exacerbation aprés une premiére tentative de sevrage de la plasmaphérése.

En septembre 2009 et en juillet 2011 récidives cliniques au décours d’un épisode
infectieux des voies aériennes sans détection d’Ac, le test d’inhibition réalisé en juillet
2011 est positif a 81%

Au cours du suivi en décembre 2012, TADAMTS13 est dosée a 27%, sans Ac
associés et un test d’inhibition positif a 52%, la patiente est asymptomatique. En juin
2013, la patiente est hospitalisée pour prise en charge d’'une rechute du PTT avec
souffrance myocardique, I'activitt ADAMTS13 est indosable, les Ac ne sont pas
significatifs, et le test d’inhibition est a 76%. La patiente décédera d’'un choc

cardiogénique.
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Profil biologique

DATE
Hémoglobine (g/dl)
Plaquettes (G/l)
Schizocytes (%)
Réticulocytes (G/I)
Haptoglobine (g/l)
LDH (U/1)

Urée (g/l)

Créatinine (mg/l)

ADAMTS13 Activité (%)

Test Inhibition (%)

07/2008  07/2009 2010 07/2011 2012 06/2013
5,8 8,4 14,5 5,9 14,2 8
6 8 308 7 299 12
2-3 6 <1 20 <1 2
140 152 184
Indos Indos. 1,74 Indos. 2,19 Indos.
/ 1596 597 3522 308 1283
0,33 0,56 0,26 0,64 0,26 0,54
6 7 6 6 6 7
32 <10 49 <10 27 <10
6 23 11 23 6 21
Pose Pose Pose Pose
51% 81% 52% 87%

Tableau 4: Profil biologique du patient 3
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Histoire de la maladie

PTTa diagnostiqué en 2010 chez une patiente de 36 ans présentant une altération
de I'état général avec hyperthermie a 39°C associée a une insuffisance rénale aigue.
Le bilan biologique révéle une anémie et une thrombopénie, une activité ADAMTS13
< 1%, une inhibition a 100%, et un dosage d’Ac sous le seuil de positivité.

La prise en charge a consisté en 5 échanges plasmatiques associés a un traitement
par corticoides.

Une rechute du PTT est survenue en décembre 2012, sans Ac associés et test
d’inhibition positif a 94%, traité par échanges plasmatiques associés a un traitement
par corticoides et rituximab. Depuis, la patiente est restée en rémission, mais il a été
observé a plusieurs reprises, en février 2014, octobre 2015, Juin 2018, et juin 2023,
une baisse de 'activité ADAMTS13 sans Ac détectés. Le test d'inhibition n’a pas été
réalisé. A ces occasions, la patiente a bénéficié d’injections prophylactiques de

rituximab.
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Tableau 5: Profil biologique du patient 4

Parametre/date
Hémoglobine (g/dl)
Plaquettes (G/l)

Schizocytes (%)

Réticulocytes (G/I)

Haptoglobine (g/l)
LDH (Un)

Urée (g/l)
Créatinine (mg/l)
ADAMTS13 activité
(%)

Anti-ADAMTS13
Ac (U/ml)

Test d’inhibition (%)

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 | 2021 2022 2023
5,9 142 119 | 143 | 142 | 146 | 148 | 145 | 142 | 143 | 131 | 136 | 144 | 14
3 311 | 8 383 | 343 | 369 |360 |375 |323 378 | 334 | 393 |329 | 345
6-11 | <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
Rég. 77 67 82 145 | 101 | 103 | 112 115 | 119 131 117
Indo. | 0,91 | <0.07 | 1,66 1,56 | 1,84 | 1,57 [ 1,08 | 1,19 | 1,34 1,4& | 1,07
2909 | 543 | 692 |215 |257 |284 |233 |179 | 202 254 | 212 239 | 234
0,81 | 0,31 0,33 | 0,44 | 0,38 | 0,41 | 0,35 | 043 | 043 |042 |0,36 | 0,37 | 0,39
15 9 9 10 9 9 9 9 8 10 9 10 9
<10 | 9%4 <10 |90 23 10 99 38 15 103 | 51 33 36 17
24 13 10 8 12 13 14 6 5 4 4 3 4 6
Pose Pose | Neg | Nég. Nég. Neg

100% 94%
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Histoire de la maladie

PTTa diagnostiqué chez une patiente de 84 ans en novembre 2011 a la suite d'un
épisode d’aphasie complétement régressif en 5 minutes. La patiente avait par ailleurs
signalé des épisodes de diplopie spontanément résolutifs la semaine précédente.

Le bilan met en évidence une anémie hémolytique avec thrombopénie et
conservation de la fonction rénale. L’hypotheése évoquée est celle d’'une MAT de type
PTT en raison de I'atteinte neurologique prédominante, rapidement confirmée avec
une activité ADAMTS 13 inferieure a 1% sans anticorps anti -ADAMTS13 associés et
une inhibition positive a 90%.

La patiente a bénéficié d’échanges plasmatiques associés a un traitement par
corticoides et rituximab. L’évolution est favorable dans un premier temps, avec la
correction de la thrombopénie et des paramétres d’hémolyse. A I'occasion de la 3¢
cure de rituximab, une thrombopénie est constatée a 40 G/I, ’hémoglobine a 10,8
g/dl. La fonction rénale demeure normale. Il s’agit d’'une exacerbation du PTTa.

La patiente a donc bénéficié de 2 séances supplémentaires d’échanges
plasmatiques

Dans le cadre du suivi en néphrologie, la patiente a bénéficié a plusieurs reprises
d’une injection de rituximab prophylactique en 2014, 2017 et 2018, en raison d’une

activité ADAMTS13 basse sans anémie ni thrombopénie.
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Profil biologique

Parameétre/date

Hémoglobine (g/dl) 7.9

Plaquettes (G/I) 22

Schizocytes (%) 6 -11

Réticulocytes (G/l) 293

Haptoglobine (g/l) Indos.

LDH (U/l) 703

Urée (g/l) 0,39

Créatinine (mg/l) 22

ADAMTS13 activité (%) KB

Anti-ADAMTS13 9
Ac (U/ml)

Test d’inhibition (%) 90

11/2011 2012 2013 2014 | 2015 2016 2017 2018 2020 2021 | 2022 | 2023
16,4 | 157 |155 |15 144 |154 |155 |15 15,2 | 15,9 | 149
233 271 285 236 259 287 | 238 263 299 274 322
<1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1

52 41 73 77 60 50 59 59 67 54
165 [ 129 (187 |137 (165 |169 |151 |164 |121 |128 |275
262 205 | 292 238 225 246 | 211 184 Int. Int. 182
0,31 (030 (027 |024 |034 |038 |03 |0,26 |034 |0,34 |0,26
8 9 8 9 8 9 9 8 8 8 8
82 53 13 23 21 12 15 60 60 35 70
10 11 12 15 8 6 12 10 5 11 10

Nég. | Neg Neg

Tableau 6: Profil biologique du patient 5
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Histoire de la maladie

PTTa diagnostiqué en mai 2018, chez une jeune patiente dgée de 30 ans, dans un
contexte de purpura pétéchial diffus au niveau des membres inférieurs, associé a
une dyspnée et a des épigastralgies en barre d’apparition brutale.

La patiente relate une asthénie, une anorexie et une perte de 10 kg en 3 mois.
L’apparition d’un ictére conjonctival associé a des douleurs abdominales
persistantes, non calmées par le paracétamol, conduisent la jeune femme a
consulter. Suspicion de PTT avec atteintes neurologique et digestive.

Le bilan biologique révéle une anémie hémolytique associée a une thrombopénie
profonde, une activitt ADAMTS13 <1% sans anticorps et une inhibition mesurée a
92%.

La détection d’une inhibition significative a permis de lever le doute sur une forme
constitutionnelle du PTT, dans la mesure ou la patiente relatait un diagnostic de PTI
au cours de sa premiére grossesse.

La prise en charge thérapeutique associant des plasmaphéreses a un traitement
immunosuppresseur (corticoides + rituximab) a permis une normalisation de I'activité
ADAMTS13

Suivi régulier sans rechute entre mai 2018 et décembre 2020.

En décembre 2020, rechute du PTT (ADAMTS13 < 10%, absence d’Ac, inhibition =
84%). Cet épisode a été pris en charge par échanges plasmatiques, traitement

immunosuppresseur (corticoides + rituximab) et Caplacizumab.
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Profils biologiques

Parameétre/date 2018

Hémoglobine (g/dl) 9,3

Plaquettes (G/l)

3
Schizocytes (%) 6 -
1

Reticulocytes (G/1)

Haptoglobine (g/l) <0.07

LDH (U/1) 1248

Urée (g/l) 0,5

Créatinine (mg/l) 8

ADAMTS13 activite [R3I0
(%)

Anti-ADAMTS13 7
Ac (U/ml)

Test d’inhibition (%) MxeEE

2019 2020 2021 2022 2023
13,7 11,9 13,2 13,4 13,6
253 9 253 268 230
<1 <1 <1 <1 <1
62 53 50 58
1,39 <0.07 1,08 1,16 1,53
196 634 258 218 159
0,33 0,32 0,23 0,27
6 6 6 6
81 <10 69 80 93
11 6 5 4 3

Pose Neg
92% 84%

Tableau 7: Profil biologique du patient 6
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Histoire de la maladie

PTT diagnostiqué en décembre 2019, chez une patiente dgée de 37 ans qui consulte
aux urgences devant I'apparition d’ecchymoses spontanées et céphalées associées
a un déficit hémi-corporel transitoire.

Le bilan biologique révéle une anémie hémolytique et une thrombopénie profonde, le
diagnostic de PTT est confirmé par un dosage de l'activité ADAMTS13 <1% associé
a un taux d’anticorps anti-ADAMTS13 inférieur au seuil de positivité et a une
inhibition mesurée a 90%.

Les échanges plasmatiques associés au traitement immunosuppresseur (corticoides
+ rituximab) et au Caplacizumab ont été menés pendant 70 jours.

En septembre 2020, I'activité de TADAMTS13 a été mesurée a 72% associée a un
test d'inhibition négatif.

Un traitement préemptif par Rituximab a dose unique a été administré en octobre
2021 dans un contexte de rechute biologique (ADAMTS13 < 10%, absence d’Ac,

inhibition = 64%) sans stigmate biologique ni signe clinique.
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Profils biologiques

Paramétre/date 12/2019 | 2020 2021 2022 08/2023

ADAMTS13 activité (%)

Anti-ADAMTS13
Ac (U/ml)

Test d’inhibition (%)

Tableau 8: Profil biologique du patient 7
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Histoire de la maladie

PTTa diagnostiqué en septembre 2020 chez une patiente agée de 23 ans et
enceinte de 30 SA. Une semaine avant le diagnostic de PTTa, la patiente avait
présenté une protéinurie associée a une HTA. L’'HTA avait été traitée par Loxen. Les
bilans biologiques réalisés ne montraient pas d’anomalies.

Une semaine plus tard, la patiente se plaint de douleurs épigastriques a type de
crampes non soulagées par le paracétamol accompagnées de vomissements.

Un bilan biologique révéle une cytolyse hépatique justifiant alors un accouchement
en urgence. Le bilan biologique réalisé montre une anémie hémolytique et une
thrombopénie. La suspicion de PTT est confirmée par un dosage d ADAMTS13 <1
%, sans anticorps retrouvés et associée une inhibition a 100%.

Le diagnostic retenu est celui d’'un PTT avec atteinte hépatique et rénale en péri-
partum.

L’évolution est favorable au cours du traitement associant les EP, traitement
immunosuppresseur (corticoides + rituximab) et Caplacizumab.

La patiente est suivie depuis 2020 sans rechute.
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Profil biologique

Paramétre/date
Hémoglobine (g/dl)
Plaquettes (G/I)
Schizocytes (%)
Réticulocytes (G/I)
Haptoglobine (g/l)
LDH (U/1)

Urée (g/l)
Créatinine (mg/l)

ADAMTS13 Activité

(%)

Anti-ADAMTS13
Ac (U/ml)

Test Inhibition (%)

09/2020 Wzozz
8,8 13,4 13,5
54 265 247
Entre1et2 % <1 <1
80 41 54
Indosable 1,19
1700 280 180
0,94 0,42 0,31
18 6 6

<1 100 94
2 5 3
Pose

100%

Tableau 9: Profil biologique en phase inaugurale du patient 8
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Histoire de la maladie

Patient agé de 53 ans hospitalisé au CH de Montauban, en février 2020 pour
asthénie et ictére évoluant depuis une semaine.

Il a pour antécédents un adénocarcinome colique traité par colectomie droite puis
chimiothérapie.

Le diagnostic de PTT est évoqué sur I'association d’'une anémie hémolytique et
d’'une thrombopénie. Il est confirmé par le dosage de I'activité de TADAMTS13 <10%,
sans anticorps associé. Le test d’'inhibition n’avait pas été réalisé lors du diagnostic
initial.

Le patient a bénéficié du traitement standard (EP+ corticoides + rituximab +
Caplacizumab)

Le jour de la 3¢ injection de Rituximab en mars 2020, exacerbation du PTT
caractérisée par une thrombopénie profonde a 7G/I motivant la reprise des EP
associés au traitement par Caplacizumab. On notait la présence d’'un Ac anti-

ADAMTS13 faiblement positif.

En octobre 2021, en déplacement a Arras, le patient consulte aux urgences pour une
dyspnée a I'effort depuis 3 jours avec dysphonie et « géne thoracique ». Le bilan
réalisé met en évidence une thrombopénie a 37 G/, une activité¢ ADAMTS13 a 3%,
sans Ac associés ni activité inhibitrice.

A I'examen clinique il n’est pas retrouvé de signes neurologiques, cardio-vasculaire,
rénal ni abdominal.

L’évolution a été favorable, aprés l'introduction du traitement associant EP,

corticoides, rituximab, Caplacizumab
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Le patient a donc présenté une exacerbation et 2 rechutes. Pour ce patient, le profil
est particulier dans la mesure ou l'activité effondrée de TADAMTS13 était associée
soit a la présence d’un anticorps de titre faible soit a la présence d’une inhibition a la

limite de la significativité.

Profil biologique

Parametre/date 02/2020 | 03/2020 10/2021 2022 2023
Hémoglobine (g/dl) 10,6 7,6 12,5 13,1 14,2
Plaquettes (G/I) 6 7 24 367 246
Schizocytes (%) 3-6 2 <1 <1
Reéticulocytes (G/I) 400 417 102 127 88
Haptoglobine (g/l) Indosable | Indosable Indosable 1,24 0,97
LDH (U/1) 599 420 300 325 241
Urée (g/l) 0,47 0,28 0,27
Créatinine (mg/l) 12 11 11 12 10
ADAMTS13 activité (%) <10 <5 3 69 39
Anti-ADAMTS13 Neg 36 13 3 6
Ac (U/ml)
Test d’inhibition (%) Neg

33%

Tableau 10: Profil biologique du patient 9

71



PATIENT 10 :

Histoire de la maladie

Patient agé de 7 ans suivi pour une leucémie de Burkitt découverte en novembre
2020 compliquée d’'une candidose hépatosplénique et d’'une hypo-gammaglobuline
post-Rituximab.
En décembre 2020 le patient est hospitalisé pour un syndrome occlusif et un sepsis
d’origine digestive. Le bilan biologique met en évidence une cytolyse hépatique
majeure, une anémie avec schizocytes et une thrombopénie ne répondant pas a la
transfusion. Le diagnostic de PTT est confirmé avec un dosage ¢ ADAMTS13 a 4%,
une inhibition positive a 95% sans Ac détectés.
Normalisation de TADAMTS13 aprés 21 jours de plasmaphéréses associées au
rituximab seul. Le patient est suivi en hématologie pédiatrique, aucune rechute de
PTT n’a été détectée a ce jour.

Parametre / date 12/2020 12/2021

Hémoglobine (g/dl) 71 10
Plaquettes (G/I) 54 15

Schizocytes (%) 3-6 <1

Réticulocytes (G/I) 43 128
Haptoglobine (g/l) 0,26
LDH (U/) 2797 250

Urée (gl) 0,67 0,45

Créatinine (mg/l) 3 2
ADAMTS13 activité (%) <10 80

Anti-ADAMTS13 3 2
Ac (U/ml)
Test d'inhibition (%) Pose Nég.
95%

Tableau 11: Profil biologique du patient 10
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PATIENT 11 :

Histoire de la maladie

Patient agé de 54 ans en perte d’autonomie ayant comme antécédent un diabéte de
type 2 et une psychose chronique.

Une perte de poids 13 kg est notée depuis décembre 2020.

Diagnostic d'un PTTa en avril 2021, devant une bicytopénie associée a une
insuffisance rénale aigue. L’activité de TADAMTS13 est indosable, pas de détection
d’Ac et un test d’inhibition positif a 100%. Malgré les EP, le patient décedera le 26
avril.

Profil biologique

Parameétre/date 04/2021

Hémoglobine (g/dl) 9

Plaquettes (G/I) 22

Schizocytes (%) 2-3%

Reéticulocytes (G/l) /

Haptoglobine (g/l) Indosable

LDH (U/l) 2788

Urée (g/l) 2,88

Créatinine (mg/l) 49,8

ADAMTS13 Activité (%) <1

Anti-ADAMTS13 2
Ac (U/ml)

Test Inhibition (%) Pose

100%

Tableau 12: Profil biologique du patient 11
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PATIENT 12 :

Histoire de la maladie

PTTa diagnostiqué en aout 2022 chez une patiente agée de 59 ans, dans un
contexte de paralysie faciale gauche avec hémiparésie droite associée a une anémie
hémolytique et a une thrombopénie. L’activité de TADAMTS13 est <10% sans
anticorps associés, inhibition a 90%.

Prise en charge thérapeutique par EP+ corticoides + rituximab + Caplacizumab.

Aucune rechute n’a été constatée en aout 2023.

Profil biologique

Parameétre/date 08/2022 2023

Hémoglobine (g/dl) 9 12,9

Plaquettes (G/I) 41 373

Schizocytes (%) Entre 6 et 11 <1

Réticulocytes (G/l) 249 56

Haptoglobine (g/l) Indosable 2,47

LDH (U/1) 1397 247

Urée (g/l) 04 0,28

Créatinine (mg/l) 6,7 5

ADAMTS13 Activité (%) 6 73

Anti-ADAMTS13 8 4
Ac (U/ml)

Test Inhibition (%) Pose

90%

Tableau 13: Profil biologique du patient 12
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Démographie

Nombres de patients 12
Age au diagnostic

Médiane (IQ) 36,5 (29-53)

Moyenne (ET) 40.8 (19,9)
Nombre de femmes, n (%) 8 (66,6)
Cancer 4
Maladies auto-immunes 0
Transplantation 0
Grossesse 1

1

Pathologies vasculaires

Signes cliniques associés a la maladie

Neurologiques 6
Cardiaques 1
Cutanées 2
Rénales 2
Digestifs 4
Infectieux 3
EP, n 12
Médiane (1Q) du nombre d’EP/patent 4,5 (4-5)
Corticoides, n 12
Rituximab, n 7

Caplacizumab, n

|

Evolution

Exacerbation, n (%) 4 (33,3)
Rechutes, nb de patients (%) 8 (66,6)
Rechutes par patient ayant rechuté : médiane (1Q) 3(1,7-4,2)
Déces, n 2

Suivi
Suivi médian (IQ) (années) 4,5((3-12)
Tableau 14: Caractéristiques démographiques et cliniques des patients
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Depuis 1992, 74 diagnostics de PTTa ont été réalisés au laboratoire d’hémostase du
CHU de Lille. Le laboratoire centralise les dosages de I'activitt ADAMTS13 et des Ac
anti-ADAMTS13 pour la région des hauts-de France

Le déficit en ADAMTS13, des patients atteints d’'un PTTa est lié a la présence d’Ac
anti-ADAMTS13 de type IgG qui inhibent la fonction de TADAMTS13 et/ ou qui
augmentent sa clairance.

La détection des Ac anti-ADAMTS13 associée a une activité ADAMTS13 effondrée
est fondamentale pour le diagnostic de PTTa. Cet Ac est dans la majorité des cas
identifié par technique ELISA, s’il est inhibiteur, il est associé a un test d’inhibition
positive. Chez certains patients, I'Ac anti-ADAMTS13 augmente la clairance d’'un
facteur 4 a 10 (60), il est dans ce cas associé a un test d’inhibition négatif.

Dans la cohorte lilloise des PTTa, nous avons une troisieme catégorie de patients qui
présentent une activité ADAMTS 13 effondrée, sans Ac détectés par la technique
ELISA, mais associée a un test d’inhibition positif. Ce test d’inhibition n’est pas
réalisé par tous les laboratoires francais faisant le diagnostic de PTT. |l s’agit d’'un
test ancien qui a été abandonné au profit des tests ELISA, il est peu décrit dans la
littérature récente. Au Japon, la recherche d’anticorps anti ADAMTS13 est toujours
réalisée par un test d’inhibition de I'activitt ADAMTS13 d’un plasma témoin par le
plasma patient dilué, afin de déterminer le titre de I'’Ac en unité Bethesda (61).
Comme attendu il existe une corrélation positive significative entre le titre des IgG
anti ADAMTS13 en ELISA et le titre de I'Ac en unité Bethesda (62). Néanmoins,
dans la cohorte japonaise de 195 patients, 12 patients présentent un test d’inhibition

positif sans Ac associés (6.15%). Les auteurs émettant I’hypothése qu’il pourrait
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s’agir d’'IgA ou d’'IgM anti ADAMTS13, ont identifié une IgA dans 1 échantillon et une
IgM dans 3 autres.

Dans notre population de 74 patients atteints d’'un PTTa, nous avons identifié 12
patients (16.2%) présentant un test d’inhibition positif sans Ac identifiés en ELISA.
Seule l'inhibition a été mesurée, le titre des Ac en unités Bethesda n’a pas été défini.
Nous avons colligé les données de ces patients, le mode de présentation, I'évolution
clinique et le mode de rechute éventuel.

Parmi les 12 patients identifiés, 8 étaient des femmes (66.6%), la médiane d’age de
survenue du PTT était de 36,5 ans. Bien que notre série de patients soit limitée, les
caractéristiques démographiques et cliniques (incluant les comorbidités) de cette
population apparaissent comparables aux données de la littérature des séries
publiées (63) (64). Le mode de présentation de la maladie pour ces patients ne
différe donc pas de la population générale des PTTa. La prise en charge
thérapeutique du PTTa a évolué au fil des années, tous les patients ont bénéficié
d’échanges plasmatiques et d'un traitement par corticoides, I'introduction du
rituximab a permis de réduire les rechutes cliniques, et I'introduction du
Caplacizumab a permis de réduire la morbi-mortalité du PTTa (Coppo, Blood 2021).
Deux patients sont décédés des conséquences du PTT, le premier 5 ans aprés le
diagnostic et le second a la phase inaugurale du PTT. Le délai médian de suivi est
de 4.5 ans. Durant le suivi, le nombre de rechutes variait en fonction des patients et
de I'ancienneté du diagnostic, 'amélioration constante de la surveillance et des
traitements réduit la survenue des rechutes, et notamment I'introduction du rituximab
a partir de 2010 qui, en permettant un traitement préemptif des patients réduit le
risque de rechutes cliniques.

Nous avons également étudié le mode de rechute des 8 patients concernés.
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Le diagnostic de PTT de la premiére patiente est trés ancien, les modalités de
diagnostic ont beaucoup évolué depuis, et notamment le mode de détection des Ac
anti-ADAMTS13. A l'origine, il s’agissait de la technique de Bethesda avec dilution du
plasma patient afin de titrer en Unités Bethesda les Ac anti ADAMTS13. Les
premiers tests ELISA pour la recherche des Ac sont apparus vers la fin des années
2000 et ont évolué d’'une détection des Ig totales (A, M et G) vers une détection des
IlgG seules. De plus, les trousses commerciales ELISA a disposition ont des
performances variables en fonction de la conformation de TADAMTS13
recombinante coatée dans les microplaques et de la nature de I'Ac révélateur.
L’ADAMTS13 doit étre en conformation ouverte afin d’exposer les épitopes
cryptiques (65). Les résultats en terme de concentration d’Ac dépendent de la nature
de I'Ac de révélation qui doit détecter toutes les sous classes d’IgG (IgG1-4) (66). En
2007 et 2008, la technique utilisée pour le titrage des Ac anti ADAMTS13 n’était pas
précisée sur le compte rendu d’analyse. Pour les patients 1 et 2 un doute subsiste
sur la nature de la technique (Bethesda ou ELISA) au regard du titre trés élevé des
Ac, ou sur le mode de détection des Ig (Ig totales ou 1gG1.4).

L’absence de détection des Ac inhibiteurs par notre technique ELISA pourrait étre
liee a 'absence d’exposition des épitopes d’intérét par TADAMTS13 recombinante du
kit ou a I'isotype de I'Ac anti ADAMTS13 du patient. Les éventuelles IgA et IgM anti
ADAMTS13, ne sont pas détectés par notre kit ELISA.

Enfin, Il apparait que les rechutes observées surviennent sur le méme mode, a
savoir sans Ac détectés par technique ELISA. Notre technique d’inhibition présente
donc un intérét indiscutable lorsque les Ac anti-ADAMTS13 ne sont pas détectés par

la technique ELISA dans plusieurs situations :

78



- Ala phase inaugurale du PTT, afin de différencier rapidement un PTT acquis
d’'un PTT constitutionnel dans le but d’orienter la prise en charge
thérapeutique vers le Caplacizumab ou TADAMTS13 recombinante (cf patient
6).

- Adistance de I'épisode aigu, car la persistance des Ac anti-ADAMTS13 est
associée avec un risque multiplié par 3 de rechute (67).

- Alissue des consultations de suivi en néphrologie, la réalisation plus
systématique du test d’inhibition afin de détecter une résurgence de
I'inhibition, pourrait permettre d’anticiper une rechute de PTT lorsque que

I'activitt ADAMTS13 n’est pas encore effondrée.

Nous avons donc observé dans la cohorte lilloise de 74 PTTa, 12 patients présentant
un test d’inhibition positif sans Ac détectés par technique ELISA. La présentation
clinique de la maladie et les caractéristiques démographiques de ces patients ne
différent pas des données de la littérature. L’origine de cette discordance n’est pas
connue, et pourrait étre expliquée par I'absence de fixation de I'Ac anti ADAMTS13
du patient sur TADAMTS13 du kit ELISA, ou a l'isotype de cet Ac. Les patients
présentant un tel profil le conservent au cours des rechutes ; le maintien de cette
technique d’analyse au laboratoire est donc justifié.

Des études complémentaires de la conformation de TADAMTS13 des patients, ainsi
que de la nature de I'lg pourraient étre réalisées afin de mieux expliquer cette

discordance.
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Résumé :

Contexte : Le diagnostic d’'un Purpura Thrombotique Thrombocytopénique acquis (PTTa) repose sur un
dosage effondré (<10%) de l'activité de TADAMTS13 (A Disintegrin And Metalloprotease with
ThromboSpondin type 1 repeats, member 13) associé a la présence d’un AC anti-ADAMTS13. Ces Ac
sont soit des Ac inhibiteurs, soit des Ac qui augmentent la clairance de TADAMTS13. La recherche de cet
Ac peut se faire soit par technique ELISA qui détecte les IgG polyclonales anti ADAMTS13, soit par
technique d’inhibition qui mesure I'activité inhibitrice du plasma du patient. Si les Ac sont inhibiteurs ils
sont alors également détectés par technique ELISA. Dans la cohorte lilloise des PTTa, nous avons une
troisieme catégorie de patients, caractérisée par une activitt ADAMTS 13 effondrée, sans Ac détectés par
la technique ELISA, mais associée a un test d’inhibition positive. Au cours de ce travail, nous avons repris
les dossiers de ces patients (ADAMTS13 effondrée, ELISA négatif, Test d’inhibition positif) afin de détailler
les circonstances d’apparition de la maladie, I'évolution au cours du traitement et les modes de rechutes.
Méthode : Le laboratoire d’hémostase du CHU de Lille réalise les analyses diagnostiques de PTT pour la
région des hauts de France. Nous avons repris les diagnostics de PTTa réalisés entre 1992 et 2022, afin
d’identifier les patients présentant un PTTa caractérisé au diagnostic par un test d’inhibition positif sans
détection de I'anticorps par technique ELISA. L’ensemble des données cliniques, biologiques, les
traitements regus, I'évolution du PTT et le profil de rechute ont été analysés.

Résultats : Entre 1992 et 2022, 74 patients ont présenté un PTTa. Pour 12 patients (16.2%), le caractére
acquis du PTT a été identifié en raison d’un test d’inhibition positif et en 'absence d’Ac détectés par le test
ELISA. La médiane d’age de survenue du PTT était de 36,5 ans (29-53). Deux patients sont décédés des
conséquences du PTT. Le délai médian de suivi est de 4.5 ans (3-12). L’épidémiologie, I'évolution
clinique, et les conséquences de la maladie pour cette population semblent conformes aux données de la
littérature. Enfin, lors des rechutes, le test d’inhibition reste positif, sans Ac identifiés par technique ELISA.
Conclusion : Nous avons donc observeé dans la cohorte lilloise de 74 PTTa, 12 patients présentant un
PTTa avec test d’inhibition positif sans Ac détectés par technique ELISA. L'origine de cette discordance
n’est pas connue, et pourrait étre expliquée par I'absence de fixation de I’Ac anti ADAMTS13 du patient
sur TADAMTS13 du kit ELISA, ou a l'isotype de cet Ac. Les patients présentant un tel profil le conservent
au cours des rechutes ; le maintien de cette technique d’analyse au laboratoire est donc justifié.

Composition du Jury :

Président : Professeure Sophie SUSEN
Assesseurs : Professeure Annabelle DUPONT ; Docteur Frangois PROVOT
Directeur de thése : Docteur Anne BAUTERS

86




