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I. Purpura Thrombotigue Thrombocytopénique
(PTT), physiopathologie et étiologies

A. Le PTT est une microangiopathie thrombotique (MAT)

Le terme de microangiopathie thrombotique (MAT) définit plusieurs affections
graves, caractérisées par |’association d’une anémie hémolytique mécanique, d’une
thrombopénie de consommation et de défaillances d’organe de sévérité variable, ces
manifestations étant secondaires & la formation de thrombi dans la microcirculation * . En
effet, les thrombi étant constitués en partie de plaquettes agrégées, il apparait une
thrombopénie de consommation, et, par 1’augmentation des forces de cisaillement intra-
vasculaires, une fragmentation des hématies créant une anémie hémolytiqgue mécanique avec
présence de schizocytes 2 (Figure 1). Les défaillances d’organes sont générées par 1’ischémie

d’aval.

Les MAT comprennent plusieurs entités clinico-biologiques, dont les principales sont
le PTT et le SHU (syndrome hémolytique et urémique). Ces deux pathologies, ayant un
spectre clinique assez proche et une base physiopathologique ignorée jusqu’a récemment,
étaient parfois confondues et regroupées sous le méme terme général PTT/SHU. Cependant,
la clinique du SHU semble classiquement dominée par 1’atteinte rénale, tandis que le PTT se
caractérise par la présence d’anomalies neurologiques . Toutefois, les deux entités peuvent se
présenter avec des anomalies neurologiques et rénales, ou aucune des deux *.

Récemment, les mécanismes physiopathologiques de ces pathologies ont été identifiés
et, pour certains auteurs, font évoluer la classification nosologique de ces maladies, en la
fondant non plus sur la clinique seule mais aussi sur leur étiologie (Tableau 1). Ainsi, le PTT
est causé par la perte de fonction d’ADAMTS13 (a disintegrin and metalloproteinase with
thrombospondin type 1 repeats), une métalloprotéase qui clive les multiméres de haut poids
moléculaire du facteur de von Willebrand (VWF). Le SHU a plusieurs mécanismes
étiologiques: il peut étre secondaire a une infection par Escherichia coli producteur de Shiga-
like toxine, a une infection a pneumocoque par activation de 1’antigéne de Thomsen

Friedenreich, ou & des anomalies acquises ou héréditaires de la régulation du complément °.



Par ailleurs, il existe des syndromes de MAT associés a différentes pathologies ou a
des traitements, sans que le mécanisme physiopathologique ne soit clairement élucidé, qui
sont qualifiés par certains auteurs de « PTT-like disease » »®"®. Ces situations pathologiques,
potentiellement associées a un syndrome de MAT, sont des cancers métastasés, 1’infection par
le VIH, I’hypertension artérielle maligne, le syndrome catastrophique des antiphospholipides,
le HELLP syndrome (hemolysis-elevated liver enzymes and low platelets syndrome), les
traitements comme 1’allogreffe de cellules souches hématopoiétiques, les inhibiteurs de

calcineurine. ..

Déficit sévére en ADAMTS13 (PTT)
Déficit héreditaire
Déficits acquis idiopathiques
Déficits acquis associés 4 un contexte particulier
Infection VIH
Antiagrégants plagquettaires (ticlopidine, clopidogrel)
Cancers
Grossesse
Activité ADAMTS13 détectable (SHU)
SHU + bactérie entéropathogéne
SHU atypique + S. pneumoniae
SHU atypique + dysfonction du complément
Mutations : facteur H, CFHR, facteur I, MCP/CD46, facteur B, C3, thrombomoduline
Génes de fusion entre le lacteur H et CFHR1
Autoanticorps : anticorps antifacteur H
SHU atypique + anomalies du métabolisme des cobalamines
Activité ADAMTSI13 détectable (autres)
Autres syndromes de MAT
+ VIH (souvent au stade sida)
+ Cancer (souvent disséming)
+ Maladies systémiques
+ Médicaments « idiopathiques »
HELLP Syndrome
+ sVEGF-R1, sEndogline, dysfonction du complément
HTA maligne, SCAP, TTH de type II, MVO, CIVD sévére

Abréviations: ADAMTSI3 : a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin type | repeats ; PTT : purpura thrombotique
thrombocytopénique ; SHU : syndrome hémolytique et urémique ; MAT : microangiopathie thrombotique ; VIH : virus de I'immuno-
déficience humaine ; CFHR : complement factor H related ; C3 : fraction C3 du complément ; sVEGF-R1 : récepteur soluble du
VEGF (vascular-endothelivm growth factor) ; SCAP : syndrome catastrophique des antiphospholipides ; MVO : maladies veino-

occlusives ; CIVD : coagulation intravasculaire disséminée ; sEndogline : endogline soluble.

Tableau 1 : Classification des MAT en fonction de leur physiopathologie (d’aprés Coppo et al. 2011 °)



B. Le PTT : caractéristiques clinico-biologiques

1. Epidémiologie

Le PTT est une pathologie rare, dont I’incidence est d’environ 4 cas par million
d’habitants par an 110y s’agit d’une affection grave engageant le pronostic vital, avec un
taux de mortalité spontanée de 90 %, ’instauration du traitement par échanges plasmatiques

ayant diminué le taux de mortalité aux alentours de 20 % ***2

2. Clinique

purpura thrombotique thrombocytopénique a été décrit pour la premiére fois par Eli
Moschowitz en 1924 3, qui présente le cas d’une jeune fille de 16 ans avec fiévre, anémie
hémolytique, pétéchies, insuffisance rénale aigué, rapidement suivies de paralysie, coma et
déces. Classiquement, le diagnostic de PTT repose sur 1’association de 5 signes cardinaux:
thrombopénie, anémie hémolytique, anomalies neurologiques, rénales, et figévre *. Cependant,
tous ces signes ne seraient présents que chez 40% des patients *°, et le diagnostic de PTT doit

A r ’ O] ;e ., N PEPR 2
étre évoqué devant une thrombopénie et une anémie associées a une défaillance d’organe 3,

1,8,12

En effet, la fievre est inconstante et modérée. L’atteinte neurologique est présente

8 voire 90 % des cas l.Le tableau

dans la majorité des cas, de 59 % ° jusqu’a 74%
neurologique clinique peut €tre d’emblée sévere, avec des crises convulsives, des déficits
neurologiques focaux, des troubles de la conscience, pouvant aller jusqu’au coma. Les signes
cliniques neurologiques sont parfois plus modérés, avec des céphalées et une confusion

transitoire 1 1°.

L’atteinte rénale est en général plus modérée qu’au cours du SHU: il est
possible d’observer une protéinurie inférieure a 3g/24 heures, une hématurie ! une
augmentation modérée du taux de créatinine plasmatique avec une médiane d’environ 100

umol/L 81217,

D’autres manifestations peuvent survenir, en rapport avec la localisation des
microthrombi artériolaires : des symptomes tels que douleurs abdominales, vomissements,
témoignent de 1’atteinte digestive *, une atteinte pancréatique peut également apparaitre,
ainsi que des anomalies cardiaques avec des douleurs thoraciques et des troubles de la

1,17

repolarisation cardiaque ', et des atteintes pulmonaires.



La fréquence du syndrome hémorragique, avec purpura ou saignements diffus
(viscéral, cérébro-méningé) est difficile a estimer. L’asthénie souvent évoquée est associée au

syndrome anémique.

3. Biologie

Sur le plan biologique , il existe une anémie hémolytique mécanique, en général assez
importante (médiane du taux d’hémoglobine a 7,3 g/dL , médiane du taux d’hématocrite a
21 % 16). Il s’agit d’'une anémie régénérative avec un taux de réticulocytes élevé > 120 x
10%L, mais qui peut s’élever quelques jours apres 1’apparition de I’anémie 8 Elle est en
général normocytaire, normochrome, accompagnée d’un taux d’haptoglobine sérique
effondré, d’une hyperbilirubinémie libre, et d’une augmentation des taux sériques de LDH. Le
caractere mécanique de I’hémolyse est affirmé par la présence sur les frottis sanguins de
schizocytes (Figure 1), qui sont des fragments d’hématies qui se sont « brisées » sur un
obstacle, ici les microthrombi. Il faut noter que les schizocytes peuvent se sphériser apres

fragmentation, pour former des « schizo-sphérocytes », de petite taille .

Figure 1: Schizocytes (d’aprés Coppo et al. 2005 )
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Il peut étre utile de répéter les prélevements sanguins car les schizocytes peuvent étre
absents dans les 24 a 48 premiéres heures d’évolution ' *°. Le test de Coombs érythrocytaire

direct, s’il est réalisé, est négatif, et élimine ainsi une anémie hémolytique auto-immune.

La thrombopénie est périphérique, liée a la consommation des plaquettes par la
constitution des microthrombi. Elle est constante *, et assez importante avec des médianes
inférieures & 20 Giga/L dans plusieurs cohortes de patients 8%, L hémostase est le plus

souvent normale, méme si une Iégére augmentation des D-dimeéres est possible *.

En ce qui concerne la fonction rénale, I’augmentation de la créatininémie est en

général modérée, avec possiblement une hématurie et/ou une protéinurie *'.

4. Histologie

Des autopsies réalisées sur des patients décédés d’un PTT ont permis de constater la
présence de thrombi artériolaires et capillaires dans de nombreux organes, dont le cceur

(Figure 2), le cerveau, les reins, le pancréas, les surrénales, la rate..

) y e
e © & - o’

Figure 2: Thrombus plaquettaire dans une artériole du myocarde (coloration hématoxyline-éosine)
d’aprés Hosler et al. 2003 %

Au cours du PTT, les thrombi sont riches en plaquettes et pauvres en fibrine (alors
qu’au cours d’un SHU ils sont riches en fibrine), et sont composeés eégalement de VWF

L2122 yne glycoprotéine multimérique essentielle a 1’adhésion et I’agrégation plaquettaire.
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Ils peuvent étre associés a des dépots hyalins au niveau du sous-endothélium. Par ailleurs, les
Iésions de nécrose fibrinoide et les infiltrats inflammatoires vasculaires ou péri-vasculaires
sont absents ou minimes * *’. Contrairement au SHU, les microthrombi glomérulaires sont
habituellement trés localisés, et on n’observe pas d’atteinte glomérulaire massive, ou de

nécrose corticale *, ce qui est en accord avec les Iésions rénales en général modérées.

C. Physiopathologie

1. Historique

Le Dr Eli Moschowitz, quand il décrit le PTT en 1924, évoque comme possible cause
de cette pathologie «un puissant poison possédant des propriétés hémolytiques et
agrégantes » 3. Pourtant, la physiopathologie du PTT reste inconnue jusqu’en 1982, lorsque
Moake et al. % retrouve d’inhabituels multiméres de trés haut poids moléculaire du VWE
dans le plasma de quatre patients, qui présentaient un PTT chronique récurrent. Ces
multiméres de haut poids moléculaire sont plus grands que ceux retrouvés dans les plasmas
normaux (Figure 3). Les auteurs concluent alors qu’il existe une anomalie du métabolisme des
multimeres de trés haut poids moléculaires du VWF aprés synthése et sécrétion endothéliale,

qui provoquerait des rechutes chez ces patients.

Témoin PTT

IMéga-multimeres de VWF

Figure 3 : Analyse par technique de western blot des multimeres de VWF chez un patient atteint de PTT
et un individu témoin (d’aprés Coppo et al. 2005 2%
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En 1996, Tsai > & New-York et Furlan % en Suisse découvrent indépendamment

qu’une métalloprotéase clive le VWF entre la tyrosine en position 1605 et la méthionine en
position 1606. L’équipe de Furlan constate un an plus tard que 1’activité de cette protéase est
diminuée ou nulle chez 4 patients atteints de PTT chronique >’
Puis, Furlan et al étudie 30 patients atteints de PTT et concluent que le PTT sporadique est dd
a un anticorps inhibiteur de la protéase clivant le VWF, alors que le PTT familial est dd a un
déficit constitutionnel de la protéase 2. Cette protéase est enfin identifiée en 2001 par Levy et
al. par le biais d’une étude de liaison au sein de 4 familles de patients atteints de PTT
congénital 2°. Cette étude de liaison sélectionne un géne candidat situé en 9934 codant une
protéase de la famille ADAMTS (a disintegrin and metalloprotéinase with thrombospondin
type 1 repeats), nommée ADAMTS13.

2. Le facteur de von Willebrand (VWF)

Le VWF est une glycoprotéine plasmatique multimérique jouant un rdle clé dans
I’hémostase primaire : attaché au sous-endothélium, il permet 1’adhésion plaquettaire en se
liant & la glycoprotéine Ib (GPIb) du complexe GPIb-1X-V des plaquettes. A taux de
cisaillement élevé du flux sanguin, il est également le médiateur privilégié de ’agrégation
plaquettaire par le bais de son interaction avec le complexe GPIlIb-Illa des plaquettes. Il
posséde également une fonction importante dans la coagulation en assurant le transport et la
protection du facteur VIIL. II est codé par un géne d’environ 176 kb situé sur le chromosome

12 en région 12p13.3, possédant 52 exons (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Le précurseur du VWF posséde un peptide signal de 22 acides aminés, un propeptide
de 741 acides aminés et le polypeptide de 2050 acides aminés *°. Il est composé de plusieurs
domaines ou motifs répétés et communs & d’autres protéines **, qui se succédent selon ce
schéma : D1-D2-D’-D3-A1-A2-A3-D4-B1-B2-B3-C1-C2-CK (Figure 4). Le site de liaison a
la glycoprotéine Ib, intervenant dans 1’adhésion plaquettaire, est situé dans le domaine Al.
Celui correspondant a I’intégrine allbp3 (GPIIb-11la) plaquettaire, impliqué dans I’agrégation
plaquettaire, est situé dans le domaine C1. Le domaine de liaison au facteur VIII se situe au
niveau de D’ et D3. La métalloprotéase ADAMTSI13 clive le VWF au niveau du domaine A2,

entre les résidus tyrosine en position 1605 et méthionine en 1606 du pré-pro-VWF.
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Figure 4 : Pré-pro-VWF et domaines de fixation de plusieurs protéines d’aprés Tsai et al. 2010 */

Le VWEF est synthétisé par les mégacaryocytes, ou il est stocké dans des granules o,

ensuite réparties dans les plaguettes *2, et par les cellules endothéliales, ces derniéres sécrétant

plus de 90 % du VWF plasmatique *’. Elles peuvent sécréter le VWF de maniére non

soumise a la régulation, mais aussi le stocker dans les corps de Weibel-Palade pour le libérer

lors d’une stimulation. Le VWF subit une maturation nécessitant plusieurs étapes. Ainsi, dans

le réticulum endoplasmique, deux monomeres de pro-VWF se dimérisent via la formation

d’un pont disulfure au niveau de leur extrémité carboxy-terminale *!. Ensuite, au niveau de

I’appareil de Golgi, les dimeres de VWF se polymérisent par la création de ponts disulfures au

niveau de leur extrémité N-terminale, formant des polymeres de haut poids moléculaire. Le

propeptide est clivé avant la sécrétion du VWF 7. Ainsi, la polymérisation de monomeéres de

VWEF de 280 kDa génére des multiméres dont la masse moléculaire varie de 1000 kDa a plus

de 20 000 kDa *, ces derniers étant alors appelés « mégamultiméres » (Figure 5) %.

Nascant VWF

1 TEd 2813 VWF polymar
i |
H
Fro-pro-peptids WWF paplida
o
Trans Golginetwork
Wal bal-Falade hodas .L
Dimar of pro-vWF J
1 S
propoptido propeptide

Figure 5 : Formation des multiméres de VWF d’aprés Tsai et al. 2010
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3. Les meégamultimeres de VWF et le rdle
d’ADAMTS13

Des forces de cisaillement tres élevées peuvent, a elles seules, induire la liaison de la

33, 34

GPIb plaquettaire au VWF, et par la suite favoriser 1’agrégation plaquettaire Al aeté

montré que les mégamultiméres du VWF ont, quant a eux, la capacité de se lier

spontanément, en I’absence de forces de cisaillements, aux GPIb plaquettaires ** %

et qu’ils
génerent 1’adhésion plaquettaire de facon beaucoup plus efficace en présence de forces de
cisaillement. L’utilisation d’une technique laser tweezer a mis en évidence 1’existence de
liaisons plus solides entre le complexe GPIb-1X-V et les mégamultiméres de VWF comparées

a celles créées avec les multiméres plasmatiques .

Cette affinité augmentée des
mégamultimeres pour la GPIb plaquettaire a été attribuée a un nombre de sites de fixation Al
plus important par molécule *. Cependant, certains auteurs suggérent une différence de
conformation des mégamultiméres qui exposeraient le domaine Al *. Par conséquent, les
mégamultimeres de VWF sont trés thrombogeénes et leur présence dans la circulation est

régulée, notamment par le biais de la métalloprotéase ADAMTS13.

Les cellules endothéliales semblent sécréter, de facon continue, des multimeres de
VWEF de plus petite taille, alors que les corps de Weibel-Palade renfermeraient une plus
grande proportion de mégamultiméres 3 **. Le contenu de ces corps de Weibel-Palade est
déversé par la cellule endothéliale lors d’une stimulation, notamment par ’histamine, la
Shiga-like toxine, le TNFa, IL8 et IL6 complexé avec son récepteur >'. Les mégamultiméres
sécrétés formeraient des « chapelets » qui peuvent atteindre plusieurs millimétres de long, au

31 Ces «chapelets » auraient des points d’ancrage &

niveau de la surface endothéliale
I’endothélium via des molécules de P-sélectine, sécrétées parallelement aux mégamultimeres
et provenant aussi des corps de Weibel-Palade *. Il a été montré que ces longs chapelets sont
rapidement clivés par la métalloprotéase ADAMTSI13 (de I’ordre de quelques secondes a 2

minutes in vitro *) (Figures 6 et 7).

Ainsi, un déficit de Pactivité de la métalloprotéase ADAMTS13 provoquerait une
accumulation des mégamultiméres de VWF au niveau de la surface endothéliale de la
microcirculation, conduisant a 1’adhésion plaquettaire et a la formation de thrombi, et donc

expliquerait le phénotype observe dans le PTT (Figure 7).
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Figure 6 : Clivage des multiméres de VWF ; les plus petits produits retrouvés sont des homodimeéres des
fragments de 140 et 176 kD (d’aprés Tsai et al. 2010 *")
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Figure 7 : Le plasma de patients atteints de PTT ne clive pas les chapelets de mégamultimeres de VWF

avec des plaquettes adhérentes (d’aprés Dong et al. 2002

32)

En haut, les mégamultiméres avec des plaquettes adhérentes sont encore présentes apres 10 minutes de perfusion
a 2,5 dyne/cm?2 de plasma de patients avec PTT.
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4. ADAMTS13

a) Les familles ADAM et ADAMTS

Les protéines de la famille ADAM (a disintegrin and metalloproteinase) ont des
caractéristiques structurales proches des métalloprotéases des venins de serpents *. Ce sont
des protéines transmembranaires qui possédent un peptide signal, un propeptide, suivi d’un
domaine métalloprotéase, un domaine désintégrine, un domaine riche en cystéine, un domaine
EGF-like (epidermal growth factor), un domaine transmembranaire et un domaine

cytoplasmique.

Les membres de la familles ADAMTS (a disintegrin and metalloprotéinase with
thrombospondin type 1 repeats) possédent une structure similaire avec le peptide signal,
propeptide, les domaines métalloprotéases, désintégrine-like et riche en cystéine. lls se
distinguent cependant par la perte des répétitions EGF-like et du domaine transmembranaire,
ce qui en fait des protéines secrétées et non plus membranaires, et par la présence de
domaines thrombospondinel-like (TSP1) et de plusieurs domaines variables a I’extrémité C-

terminale (Figure 8).

Les protéases ADAMTS sont au hombre de 20 & ce jour *° ; ADAMTS4, 5, 8, 1, 15, 9
et 20 sont des protéoglycanases, ADAMTS2, 3 et 4 sont des aminopeptidases du
procollagene. ADAMTS?2 est impliquée dans le syndrome d’Ehlers-Danlos type VII C, et
ADAMTS10 dans le sydrome de Weill-Marchesani autosomique récessif, qui sont des

pathologies du tissu conjonctif . Certaines protéases ont une fonction encore inconnue.

SP protease cys-rich ™
aoav T O
pro disintegrin EGF  cytoplasmic
SP protease TSP spacer
aoavts NI
pro disintegrin cys-rich variable C-terminal
like domains

Figure 8 : 3’Schéma représentant la structure des protéases des familles ADAM et ADAMTS d’aprés Levy
etal. 2005 *
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b) Le gene

Le gene codant la métalloprotéase ADAMTS13 est situé sur le chromosome 9 dans la
région 9q34. Ce gene d’environ 37 kb (37 387 bases) contient 29 exons (Figure 9).

L’extrémité 5’UTR (untranslated region) comporte 444 nucléotides, et I’extrémité 3’UTR est

composée de 206 nucléotides.
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Figure 9: Schéma de la protéase ADAMTS13 (d'aprés Lotta et al. 2010 **)

Sur le site de référence NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), 3 isoformes sont
décrits : le premier (NM_139025.3) est le plus long et considéré comme la référence.
L’ARNm correspondant, de 4,9 kb environ, est traduit en une protéine de 1427 acides aminés.

Les deux autres isoformes, NM_139026.3 et NM_139027.3, codent des protéines de 1340 et

1371 acides aminés respectivement.
L’étude de ’expression par northern blot décrite dans I’article de Levy et al.?* retrouve

un ARNm d’environ 4,7 kb dans le foie et un ARNm tronqué de 2,3 kb au niveau du

placenta.
@
O o\
S o «© %)
SEc 28, o5t
{ = -~
_ 0 m: _Q_)
S sy 09383 8§25 3s2
Mmoo W I X o 03w -
B KD =
4kb — v
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Figure 10 : northern blot d’ARN provenant de plusieurs tissus humains ( d’aprés Levy et al. 2001 %)
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D’apres le site Genecards (Www.genecards.org), le gene serait en fait exprimé dans de

nombreux tissus : le thymus, la moelle ossseuse, la rate, le cerveau, la moelle épiniere, le
cceur, les muscles squelettiques, les muscles lisses, le rein, le poumon, le foie, le pancréas, la

prostate, le peau, les glandes salivaires, les ovaires, le placenta, les testicules.

c) Protéine ADAMTS13

ADAMTS13 est produite principalement par les cellules stellaires hépatiques **, mais
pourrait étre également exprimée dans les cellules endothéliales et les plaquettes. C’est peut-
étre pour cette raison que 1’on retrouve de ’ARNm d’ADAMTS13 de fagon quasi-ubiquitaire
sur les profils d’expression du site Genecards. La concentration plasmatique de la protéase est

d’environ 1 pg/mL, et sa demi-vie entre 2 et 4 jours.

(1) Structure
SP protease TSP spacer CuB CuB
. — PAAS S8®
- N e
pro disintegrin cys-rich TSP TSP

like

Figure 11 : Structure d’ADAMTS13 (d’aprés Levy et al. 2005 *°)

SP : peptide signal

Pro : propeptide

TSP : thrombospondin repeats

CUB: acronyme formé avec les initiales de 3 protéines possédant ces domaines : complément (C1r/Cls), sea
urchin EGF, bone morphogenetic protein

Le peptide signal est suivi d’un propeptide de 41 acides aminés, puis de la séquence de
la protéine mature (Figure 11). Le propeptide posséde un site de clivage par la furine.
Contrairement aux autres metalloprotéases, le propeptide d’ADAMTSI13 est court, et ne
posséderait pas de motif « cystéine-switch » qui permet aux autres métalloprotéases d’inhiber
I’activité protéasique jusqu’au clivage du propeptide *. Le domaine métalloprotéase contient
un domaine catalytique qui agit en liaison avec I’ion Zn** , soit une séquence

HEIGHSFGLEHD, les acides aminés soulignes étant conservés dans la famille ADAMTS.
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Des acides aminés interférent avec 1’ion Ca’* *. ADAMTS13 posséde aussi un domaine
désintegrine-like, un domaine TSP-1 central, puis un domaine riche en cystéine, et un
domaine spacer. La métalloprotéase possede également 7 autres domaines TSP1 conséecutifs,
puis 2 domaines CUB (acronyme formé avec les initiales de 3 protéines possédant ces

domaines : complément (C1r/C1s), sea urchin EGF, bone morphogenetic protein).

La protéine ADAMTS13 mature possede 1353 acides aminés, ce qui devrait
correspondre a un poids moléculaire de 145 kD. Or, le poids moléculaire d’ADAMTSI13 est
en réalité de 190 kD, ceci etant d0 a la glycosylation de la protéine. En effet, les domaines
TSP1 sont O-glycosylées et il existe 10 acides aminés N-glycosylés le long de la protéine. Ces

glycosylations sont essentielles pour le repliement et la sécrétion d’ADAMTSI13.

(2) Fonction : le clivage des multiméres de VWF

La fonction d’ADAMTSI3 est le clivage des multiméres de VWF entre leurs résidus
Y1605 et M1606. Cependant, ce clivage est régulé ; il est notamment conditionné par la
présence de forces de cisaillement intra-vasculaires. En effet, dans la circulation, la forme
globulaire du VWF est résistante au clivage par ADAMTS13, le domaine de clivage étant

cryptique au sein la structure globulaire.

Le rOle des forces de cisaillement est important: elles permettent d’une part,
I’adhésion du VWF aux plaquettes et d’autre part, le clivage du VWF par ADAMTS13 par le
biais d’un changement de la conformation du VWEF. Elles induisent un changement
conformationnel des multimeres de VWF qui se déploient et exposent ainsi leur domaine Al,
provoquant alors 1’adhésion plaquettaire par liaison a la GPIb plaquettaire. Par ailleurs, les
forces de cisaillement generent également un dépliement du domaine A2 de VWEF,
commencant par la partie C-terminale de A2, qui pourrait permettre la liaison de la protéase
ADAMTS13 (des domaines métalloprotéase a spacer) et ensuite le clivage entre les résidus
Y1605 et M1606. Il semblerait toutefois que le clivage par ADAMTS13 précede le
recrutement plaquettaire % D’autres auteurs ont montré que la liaison de GPIb au domaine
Al du VWF stimulait in vitro le clivage du domaine A2 par ADAMTS13 *,
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Les domaines métalloprotéase, désintegrine-like, TSP1-1, riche en cystéine et spacer
sont tous requis pour une reconnaissance et un clivage d’ADAMTS13 *. Le domaine spacer

est indispensable  la reconnaissance du substrat (Figure12) *°.
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Figure 12 : Activit¢ ADAMTS13 de la protéase compléte et des variants tronqués d’apres
Zheng et al. 2003 *
NB: control correspond au vecteur seul

Quant a la partie C-terminale d’ADAMTSI13, il semblerait que les domaines TSP1 et
CUB participent a la reconnaissance du VVWF dans la circulation * . La séquence du 5°™ TSP
au 2°™ domaine CUB pourrait se lier avec un épitope dans la région D4-CK du VWF *', avec
une affinité modérée qui ne requiert pas de forces de cisaillement (Figures 13, 14). Puis,
quand des forces de cisaillement apparaissent, cette situation d’ADAMTS13 favoriserait la
liaison du domaine spacer *’ puis des domaines adjacents et enfin du clivage par le domaine
métalloprotéase. Ce modele n’exclut pas une liaison directe de la partie métalloprotéase,

désintégrine, TSP1-1, riche en cystéine et spacer au domaine A2 du VWF.
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Figure 13 : Schéma structural D’ADAMTS13 (d’aprés Tsai et al. 2010 *')
Il montre le site catalytique du domaine métalloprotéase, les sites de liaison au VWF, et les acides

aminés N-glycosylés

Figure 14 : Modéle de liaison d’ADAMTS13 aux multiméres de VWF en 2 étapes (d’aprés Zanardelli et al.
2009 *%)

A : en I’absence de forces de cisaillement, les multiméres de VWF ont une structure repliée, le site de clivage est
inaccessible. Toutefois, un site de liaison au niveau des domaines D4CK est exposé de fagon continue, il se lie
aux domaines TSP5-8 et CUB de la protéine ADAMTS13.

B : quand des forces de cisaillemnt apparaissent, I’ancrage préalable d’ADAMTSI13 sur le VWF favoriserait
I’exposition du domaine A2 et le positionnement correct du domaine spacer.

C : Clivage du VWF par la métalloprotéase
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Les domaines TSP1 pourraient aussi se lier aux glycoprotéines trans-
membranaires CD36 au niveau des cellules endothéliales et des plaquettes, comme cela a été
montré in vitro avec les plaquettes sans que cela inhibe D’activité enzymatique de la

protéase®.

D. Diagnostic

1. Mesure de l’activité ADAMTS13

En 1998, Furlan et al. ?® constatent que le PTT est associé & une baisse trés importante
de l’activité de la protéase du VWF durant la phase aigué€, inférieure a 5% de Dactivité
normale. Dans cette étude, la majorité des patients atteints de SHU sporadique ou familial

posséde une activité de la protéase du VWF normale.

Au moment de I’épisode aigu de PTT, le diagnostic est essentiellement clinico-
biologique et impose un traitement urgent, sans connaitre I’activit¢ ADAMTSI13, dont le
dosage nécessite parfois plusieurs jours *°. La mesure de I’activité de la protéase permet de
confirmer le diagnostic de PTT. L’effondrement de I’activit¢ d’ADAMTS13 semble
spécifique des formes acquises auto-immunes et congénitales de PTT % °%. Les MAT
survenant dans un contexte de cancer, d’allogreffe de moelle osseuse, d’infection par le VIH,
de grossesse, sont associées & une activitt ADAMTS13 variable ** . L’activit¢ ADAMTS13
semble étre partiellement réduite dans plusieurs conditions physiologiques ou pathologiques
telles que le sepsis, la coagulation intravasculaire disséminée, les pathologies hépatiques,

50,5354 Ay cours du

pendant la grossesse et chez les nouveaux nés, ou apres une chirurgie
PTT héréditaire ou syndrome d’Upshaw-Schulman, I’activitt ADAMTS13 est indétectable
quel que soit le moment du prélévement, qu’il soit réalis¢é pendant 1’épisode aigu ou en
rémission. Les parents, porteurs d’une mutation hétérozygote, ont habituellement une activité
ADAMTS13 diminuée, autour de la moitié de la valeur du témoin normal. En revanche, dans
le PTT acquis auto-immun, I’activit¢ ADAMTS13, effondrée en phase aigué, peut étre

normale, ou rester diminuée en période de remission.
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Il existe plusieurs méthodes de dosage de 1’activité ADAMTS13 *. Elles sont basées
sur la dégradation de multimeres de VWF plasmatiques purifiés ou recombinants, ou de
peptides de synthése par la protéase ADAMTS13 plasmatique du patient, et la mesure des
produits de clivage ou du substrat restant. Plusieurs techniques sont utilisées pour effectuer
cette mesure : 1’¢lectrophorése sur gel, les techniques d’agrégation plaquettaire, les techniques
immunologiques ou FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfert). La plupart des
méthodes développées jusqu’a maintenant se réalisent dans des conditions statiques qui ne
refletent pas les conditions physiologiques in vivo, de la circulation. Les méthodes utilisant
des multiméres de VWF requicrent 1’adjonction de facteurs dénaturants (guanidine HCL,
urée) pour permettre le clivage par la protéase, ces derniers pouvant affecter I’activité
enzymatique de la protéase ou I’interaction avec les auto-anticorps neutralisants. Elles sont
également longues et nécessitent parfois plusieurs jours. L’utilisation de peptides de synthese

comme substrat permet de réduire la durée des techniques.

2. Etiologique:

a) Auto-immune

La majorité des cas de PTT est d’origine acquise auto-immune, avec un premier
épisode survenant & I’dge adulte, en moyenne dans la quatriéme décennie ® *> *°. Les femmes
sont préférentiellement touchées avec un sex ratio homme- femme de 1/2 ® & 1/4 %2 Les
individus d’origine africaine semblent davantage exposés 85516 Cette prévalence accrue chez
les femmes et les patients d’origine africaine peut €tre mise en relation avec un risque plus
important de développer une pathologie auto-immune chez ces patients. En effet, le PTT peut
survenir dans un contexte de pathologie auto-immune connue, comme le lupus érythémateux
disséminé, le syndrome de Gougerot-Sjogren, la polyarthrite rhumatoide, la cytopénie
autoimmmune, et autres. Des auto-anticorps de type anticorps antinucléaires, anticorps anti-
DNA natif, anti-phospholipides, peuvent étre mis en évidence 8. Le PTT peut apparaitre dans
un contexte potentiellement inducteur d’autoimmunité comme la prise de médicament
(notamment la Ticlopidine), la grossesse, I’infection par le VIH. Les patients de race noire ont

% 55, 56

physiologiquement un taux plasmatique de VWEF plus élevé , Ce qui pourrait favoriser le

déclenchement d’un PTT. Le PTT acquis évolue par poussées, qui peuvent rester uniques ou
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se succéder, entrecoupées de rémissions ; on parle alors de PTT chronique récurrent *> 2% 2,

La seconde poussée se produit généralement au cours de I’année suivante *°.

Dans les PTT acquis, I’effondrement de 1’activitt ADAMTSI3 est imputé a la
présence d’autoanticorps spécifiques, retrouvés dans la majorité des cas . Les techniques
associent la recherche d’activité inhibitrice plasmatique et la recherche des anticorps par
technique ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). Il s’agit majoritairement d’IgG bien
que, rarement, des IgM et des IgA aient été décrits *'. Ils sont le plus souvent dirigés contre le
domaine riche en cystéine et le domaine spacer de la protéase **. Les autoanticorps anti-
ADAMTS13 sont le plus souvent inhibiteurs. Cependant, dans environ un tiers des cas, les
anticorps sont non inhibiteurs et sont uniquement détectés par technique ELISA *'. Ils
pourraient néanmoins altérer 1’activit¢ ADAMTS13 par I’opsonisation de cette dernicre et la

diminution de sa demi-vie.

b) Altération constitutionnelle de la protéase : syndrome
d’Upshaw-Schulman ou PTT congeénital

En 1960, Schulman et al. publient le cas d’une enfant de 8 ans, présentant des épisodes
récurrents d’anémie et thrombopénie avec purpura pétéchial *°, répondant aux transfusions
sanguines et plasmatiques. Les auteurs suggerent ainsi chez cette patiente, le déficit d’un
facteur plasmatique essentiel, stimulant la production plaquettaire. Upshaw °° rapporte en
1978 le cas d’une femme de 29 ans, qui présentait également des épisodes de fievre, anémie,
thrombopénie, purpura pétéchial, a raison de 6 a 10 épisodes par an pendant les douze
premiéres années de sa vie, avec un début a 1’age de 6 mois. Il évoque comme étiologie le
déficit d’un facteur plasmatique favorisant la survie érythrocytaire et plaquettaire. En 1978,
Rennard décrit un nouveau cas de PTT congénital et propose d’associer ces deux noms au

syndrome, créant ainsi le « syndrome d’Upshaw-Schulman ».
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(1) Présentation clinico-biologique

Ce syndrome extrémement rare ne représente pas plus de 5 % des cas de PTT, c’est-a
dire moins de 1 cas par million d’habitants par an. La transmission s’effectue sur le mode
autosomique récessif. Par conséquent, le syndrome d’Upshaw-Schulman atteint les hommes

comme les femmes ; les parents, qui peuvent étre consanguins, sont sains.

La premiére poussée survient majoritairement dans 1’enfance, en période néonatale
précoce, ou plus tard, entre 2 mois et 4 ans le plus souvent ®°. La forme néonatale se manifeste
par un ictere sévére, une hyperbilirubinémie, une anémie hémolytique sévére avec
schizocytose et test de Coombs négatif, et une thrombopénie souvent inférieure a 20 G/L.
Fieévre et insuffisance rénale peuvent étre associées. Les débuts plus tardifs pendant 1’enfance
sont souvent déclenchés par une infection. Néanmoins, certains patients ne présentent un
premier épisode de PTT qu’a 1’age adulte ; certains d’entre eux apres un épisode infectieux,
ou, pour les femmes, lors d’une grossesse ou l’instauration d’une contraception oestro-

progestative. L’4ge de début peut différer entre les sujets atteints d’'une méme famille.

Parmi les signes cliniques, figurent, comme pour le PTT acquis, les troubles
neurologiques (déficits focaux, crises convulsive, coma). lls sont rares chez le nouveau-né.
Pres de la moitié des patients ayant subi des accidents vasculaires ont des séquelles
neurologiques, telles un retard mental, des troubles du comportement, des crises convulsives,
une surdité. Une insuffisance rénale aigué, secondaire & une hémoglobinurie, peut survenir
durant un épisode aigu, avec rétablissement au décours. Cependant, des Iésions permanentes

rénales sont retrouvées chez des patients n’ayant pas recu de plasmathérapie préventive.

Le PTT héréditaire est caractérisé par des rechutes, qui peuvent survenir toutes les 2-3
semaines, ou apres un delai de plusieurs mois, voire années. Certains patients présentent une
thrombopénie et une hémolyse chronique, qui peuvent se compliquer de lithiase biliaire. Les
rechutes, ou récurrences, peuvent étre déclenchées par des situations durant lesquelles la
production de VWF augmente, comme un acte chirurgical, une infection, ou le troisieme

trimestre de la grossesse.
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(2) Variants décrits

Depuis 2001, 78 mutations ont été décrites, dont 48 faux-sens (soit 62%), 10 non-sens
(13%), 8 délétions (10%), 4 insertions (5%) et 8 mutations d’épissage (10%) ** 2% Des cas
de PTT congénital ont été décrits sur tous les continents. La majorité des patients atteints de
PTT héreditaire sont hétérozygotes composites (environ 2/3), les autres ont une mutation a
1’état homozygote. Sur les 48 variants faux-sens, 34 (soit 70%) sont localisés dans la moitié
comprenant 1’extrémité 5’ du geéne, correspondant aux domaines métalloprotéase a spacer. La

figure 15 collige les variants décrits depuis 2001.

Plusieurs polymorphismes, ¢’est-a-dire des variants de sequence dont la fréquence est
supérieure a 1% dans une population témoin, sont retrouvés dans le géne ADAMTS13.
Certains polymorphismes sont silencieux, ils ne provoquent pas de changement d’acide
aminé. Ceux-ci ne sont pas représentés dans la figure 15. En revanche, certains
polymorphismes générent un changement d’acide aminé, et sont qualifiés dans de nombreux
articles de « polymorphismes non-synonymes », méme si des études in vitro ont montré que
certains d’entre eux étaient associés a une diminution de sécrétion et/ou d’activité de la

protéase. Ces polymorphismes faux-sens sont donc représentés dans la figure 15.
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Figure 15: Mutations et polymorphismes non-synonymes décrits dans la littérature internationale
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Environ un quart des mutations a été exprimé dans des cultures cellulaires et les
mécanismes par lesquels elles induisent une baisse de I’activité de la protéase ADAMTS13
ont été étudiés. Il s’agit d’une baisse de la sécrétion de la protéine ou d’une réduction de son
activité catalytique **. Le mécanisme NMD (Non-sens mRNA decay) a été également
impliqué ®*. Ce processus de destruction de I’ARN messager est déclenché par deux signaux :
un codon STOP prématuré et 1’existence d’'une marque de jonction exon-exon en 3’ de celui-

Ci.

E. Traitement

1. PTT acquis d’origine auto-immune

Le traitement des épisodes aigus est urgent, et repose sur les échanges plasmatiques
(EP)*. Ces derniers permettent I’élimination des autoanticorps inhibiteurs, des multiméres de
VWF de treés haut poids moléculaire, et surtout I’apport de protéase ADAMTSI13. Ils sont en
général quotidiens jusqu’a normalisation de la numération plaquettaire, et sa stabilisation
pendant au moins 48 heures, puis la décroissance du rythme est progressive 2. Les EP ont un
effet temporaire, alors qu’un traitement immunosuppresseur, plus étiologique, pourrait induire
une rémission prolongée. Ainsi, 1’instauration d’une corticothérapie a la phase aigué est
systématique dans la plupart des équipes. Les PTT réfractaires au traitement par EP, ou
récurrents, ont été traités par le passé par la vincristine, le cyclophosphamide, la cyclosporine,
ou par splénectomie. Cependant, I’utilisation récente du Rituximax, un anticorps monoclonal
anti-CD20, s’est révélée extrémement efficace et bien tolérée. Le Rituximab pourrait devenir
un traitement de premiére ligne des PTT réfractaires et récidivants .

Les transfusions de plaquettes, pouvant majorer les événements thrombotiques, sont
contre-indiquées. Des antiagrégants plaquettaires (aspirine, dipyridamole) sont discutés

lorsque la numération plaquettaire excede 50 G/L.
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2. Syndrome d’Upshaw-Schulman

Le traitement de la phase aigué du PTT héréditaire est la plasmathérapie, qui apporte la
protéase ADAMTSI13 en quantité suffisante pour faire s’amender les symptomes % Chez les
nouveau-nés, 1’échange transfusionnel est le plus souvent pratiqué en raison de
I’hyperbilirubinémie sévere.

Une plasmathérapie préventive peut étre instituée toutes les 2, 3, voire 4 semaines. Les
¢épisodes d’infection, de vaccination, requierent une surveillance biologique accrue, voire une
intensification de la plasmathérapie. Une chirurgie nécessite également I’administration de
plasma frais congelé. Enfin, la grossesse implique aussi 1’intensification du traitement, mais il

n’a pas encore été fixé de terme pour la débuter.
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Il1. Butdu travail : projet de séqguencage du
gene ADAMTS13 chez des patients suspects de
PTT héréditaire

En France, un Centre National de Référence des Microangiopathies Thrombotiques de
I’adulte et de I’enfant (CNR-MAT) constitué de cliniciens et de biologistes, a été labellisé en
2006 grace au Plan National Maladies Rares. Le coordonnateur est le Pr Paul Coppo
(Département d’hématologie clinique, Hopital Saint-Antoine, Paris), et le Pr Agnes Veyradier
(service d’hématologie biologique, Hopital Antoine Béclére, Clamart) est responsable du
laboratoire référent ADAMTS13 du CNR-MAT. Depuis 2002, 1’équipe INSERM dont est
responsable le Pr Agnés Veyradier au sein de I’'U770 Inserm (Kremlin Bicétre) était la seule
équipe francaise a réaliser le séquencage du géne ADAMTS13 dans le cadre d’un projet
hospitalier de recherche cliniqgue (PHRC). Progressivement, la littérature internationale a
renforcé I'imputabilit¢ des mutations du géne ADAMTS13 dans le syndrome d’Upshaw-
Schulman. Il apparaissait donc logique de faire progresser le séquencage du géne
ADAMTSI13 d’un statut de recherche clinique a un statut d’exploration génétique a des fins
médicales diagnostiques. C’est pourquoi le service de Génétique Moléculaire du CHU de

Nantes (Pr Bézieau) a été associé a ce travail depuis 2010.

Le but de mon travail de thése, au sein du service de Génétique Moléculaire du Pr
Bézieau, a donc été de réaliser une mise au point et le séquencage du gene ADAMTS13 en
vue d’étudier la cohorte nationale de patients suspects de syndrome d’Upshaw-Schulman. Les
analyses biochimiques préalables, telles la mesure de I’activit¢ ADAMTSI13, de I’antigene de
la protéase, la recherche d’une activité inhibitrice circulante et d’anticorps IgG anti-
ADAMTSI3 ont été réalisées a I’hopital Antoine Béclere de Clamart et a 1’Unité Inserm
U770, du Kremlin Bicétre.

Cette étude génétique a permis non seulement de confirmer le diagnostic de syndrome
d’Upshaw-Schulman suspecté sur des arguments phénotypiques clinico-biologiques mais
aussi de mieux comprendre la physiopathologie de cette maladie orpheline en tentant

d’¢lucider les relations génotypique/phénotype.
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I11. Matériel et méthodes

A. Recrutement des patients

Les patients ont été sélectionnés a partir de 3 bases de données sur une période de 10
ans. Il s’agit de la base de donnée du Centre National de Référence des Microangiopathies
thrombotiques (CNR-MAT), celle du laboratoire référent ADAMTS13 du CNR-MAT
(service d’hématologie biologique, Hopital Antoine Béclere, Clamart), et celle du PHRC
national AOM 0512 ADAMTS13 « Facteurs pronostiques dépendants d’ADAMTS13 dans le
PTT de I’adulte et de I’enfant ». Les critéres utilisés pour définir les PTT sont les suivants:
anémie hémolytique mécanique et thrombopeénie, éventuellement associées a des signes
d’ischémie viscérale, et activite ADAMTS13 inférieure a 10%. Les patient(e)s, ou leurs
parents en ce qui concerne les mineurs, ont signé un consentement éclairé conformément a la
loi de Bioéthique de 2004, sous le contréle du CPP (Comité de Protection des Personnes) de
I’hopital Saint-Antoine et du CPP de I’hdpital de la Pitié-Salpétriére. La majorité d’entre eux

a également signé un consentement relatif a I’étude génétique effectuée secondairement.

B. Tests biochimiques effectués a I’hépital Antoine
Béclére de Clamart et a I’Unité Inserm U770, Le Kremlin

Bicétre

Les prélevements sanguins périphériques sont réalisés dans des tubes citratés (citrate
de sodium 0,109 M). Aprés une double centrifugation (deux fois 15 minutes, a 2500g), le
plasma pauvre en plaquettes a été décanté et congelé a -80°C jusqu’a utilisation.

1. Mesure de ’activité ADAMTS13

La mesure de l'activit¢ ADAMTS13 a été réalisée par deux techniques. En ce qui
concerne les patients atteints de PTT des 1’enfance, elle repose sur la mesure par IRMA
(Immunoradiometric assay), de I’antigéne résiduel de VWF apreés incubation du plasma avec
du VWEF recombinant de type sauvage (« full-length »). Le plasma est traité avec de 1’urée

pour permettre 1’exposition du site de clivage, en dehors des conditions physiologiques de la
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circulation. Plusieurs dilutions sont incubées pendant 48 heures avec le substrat. L’activité
ADAMTS13 du plasma testé est inversement proportionnelle au VWF résiduel. Un pool de
plasmas normaux, dont I’activité est fixée arbitrairement a 100%, est utilisé pour la
calibration.

Une autre technique a été employée pour mesurer ’activité de la protéase chez les
patients atteints de PTT révélé a I’age adulte. Elle est fondée sur la mesure de la vitesse
d’hydrolyse d’un substrat synthétique, le FRETS-VWF73, un peptide de synthese de 73
acides aminés issu du VWF et contenant le site de clivage par ADAMTS13. Ce peptide est
flanqué d’un fluorochrome et d’un absorbeur d’énergie. Apres excitation a 340 nm, I’énergie
émise par le fluorochrome est, soit transmise a 1’absorbeur si le peptide est intact, soit libérée
sous forme d’un photon (a 450 nm), si le peptide a été¢ hydrolysé. La pente de la courbe
représentant la fluorescence au cours du temps est proportionnelle a ’activit¢ I’ ADAMTSI13.

L’activité¢ ADAMTS13 est considérée comme normale entre 50 et 150 %.

2. Antigéne ADAMTS13

La mesure de I’antigéne d’ADAMTS13 plasmatique a été réalisée par technique ELISA, avec
un kit commercialisé IMUBIND ADAMTS13 ELISA (American Diagnostica Inc, Stamford,
CT, USA). La normale est située entre 438 et 752 ng/mL dans la technique utilisée.

3. Recherche d’une activité inhibitrice circulante

Un inhibiteur circulant anti-ADAMTSI13 a été recherché par la mesure de 1’activité
résiduelle de la protéase dans un mélange de plasma a tester et de plasma témoin, constitué
d’un pool de sujets normaux. Apres une incubation d’une heure a 56°C destinée a dissocier
les complexes immuns, les plasmas a tester sont mélangés a un pool de plasmas normaux
(ratio 2/1) et incubés 30 minutes a tempeérature ambiante. L’activit¢ ADAMTS13 est ensuite
mesurée par ['une des techniques décrites ci-dessus. L’activité inhibitrice circulante a été
considérée comme positive s’il existait une activité¢ résiduelle d’ADAMSTI13 inférieure a

30%.
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4. Recherche et titrage d’lgG anti-ADAMTS13

La recherche et le titrage des IgG anti-ADAMTS13 ont été réalisés par technique
ELISA, a I’aide du kit commercialis¢ TECHNOZYM® ADAMTS13 INH (Technoclone,
Vienne, Autriche). La recherche est considérée comme négative si le taux d’IgG est inférieur

a 12Ul/mL).

C. Séquencage du gene ADAMTS13

L’objectif de ma thése est la mise au point et le séquencage des 29 exons, des
jonctions intron-exon, de I’extrémité 3’UTR et d’une partie de I’extrémité 5°UTR du gene
ADAMTS13 de patients suspects de PTT heéréditaire.

1. Extraction de ’ADN

L’ADN des leucocytes a été extrait a 1’aide du kit Nucléon BACC2 GE Healthcare a
partir de sang total prélevé sur tube EDTA . Les étapes sont les suivantes : lyse cellulaire,
déprotéinisation de 1I’ADN, extraction au chloroforme, reprise de la phase aqueuse et
précipitation de I’ADN par 1’éthanol absolu. L’ADN a été solubilisé et conservé dans une

solution de TE (Tris-EDTA).

2. PCR (Polymérase Chain réaction)

La PCR est une réaction qui vise a I’amplification exponentielle d’un fragment d’ADN
défini. Elle nécessite 3 étapes, chacune requerrant une température particuliére: la
dénaturation de I’ADN, puis I’hybridation de deux amorces nucléotidiques specifiques des
extrémités du fragment a amplifier, puis I’¢longation c’est-a-dire la synthése d’ADN
complémentaire au brin matrice par une ADN polymérase ; I’ensemble constituant un cycle,

répété 25 a 40 fois.
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La réaction de PCR va nécessiter de 1I’ADN génomique, des amorces
oligonucléotidiques, des désoxyribonucléotides tri-phosphates libres (dANTP), une ADN
polymérase (Platinium® Taq DNA Polymerase, invitrogen), une solution tampon pour
maintenir un pH stable et idéal pour la Tag polymérase, du MgCI2 (les cations divalents
Mg2+ sont des cofacteurs de la Taq polymérase, ils permettent aussi la neutralisation des
charges négatives des groupements phosphates de I’ ADN). Dans I’amplification des exons 12
et 19, nous avons ajouté de la bétaine (N,N,N-trimethylglycine) afin de stabiliser
I’hybridation de régions riches en GC. Les exons 7 et 8, trés riches en GC, ont nécessité
I’utilisation d’un kit spécifique (TaKaRa LATaq with GC buffer, TAKARA BIO INC, Japan).
La grande majorité des amorces possedent une « extrémité M13 », c'est-a-dire une séquence
nucléotidiqgue commune universelle, qui permet de faciliter le séquencage. Les amorces et les

conditions de PCR sont détaillées ci-apres (Tableaux 2 a 6).
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Exon

Amorces

TGTAAAACGACGGCCAGTCCCTGAACTGCAACCATCTT

CAGGAAACAGCTATGACCTCAGTGAGCACACTTCATCC

TGTAAAACGACGGCCAGTGGTCTCCCCAAGTGTTAGGA

CAGGAAACAGCTATGACCTTAATTAACAGGGTTGACAGCA

TGTAAAACGACGGCCAGTAAGCACACAATAGCCCAACA

CAGGAAACAGCTATGACCAGAACCCCGAGCCATTCTAC

TGTAAAACGACGGCCAGTCTCTCCAGCTCTTCACACTCC

CAGGAAACAGCTATGACCTTCTGTGATCCATGCTGCTT

TGTAAAACGACGGCCAGTGGAGGACTAACTGGGAAACAAA

CAGGAAACAGCTATGACCCTGGGGTCACCTTTGCAG

TGTAAAACGACGGCCAGTGTAGCCGAGCTTTCTGATGG

CAGGAAACAGCTATGACCTACAAGGACCCACTGCTTGC

TGTAAAACGACGGCCAGTACTGCGCCCAGTTAGCAG

CAGGAAACAGCTATGACCAGTGGGGACGGACGTAGAG

TGTAAAACGACGGCCAGTCGAGAACTCCTGTTCCCACT

CAGGAAACAGCTATGACCGGTTCTCACCATGCACGTTT

TGTAAAACGACGGCCAGTTCTGGGAGGGACAGTTAAGG

CAGGAAACAGCTATGACCTACTGGTCCTGCCTCCTGAC

10-11

TGTAAAACGACGGCCAGTAGGATGTTGGGGGACTCTCT

CAGGAAACAGCTATGACCCTGGTGTGAACCACAGATGG

12

TGTAAAACGACGGCCAGTTGCCATGTAGTCTCCCAGTG

CAGGAAACAGCTATGACCCCTATGACTCTGCCCTGTCC

13

TGTAAAACGACGGCCAGTCCCAGATGCAAAGGATGAAG

CAGGAAACAGCTATGACCAGGCTGACTCCAAGTCCAGA

14

AGAGTCATTGAGGCCAGCA

CTGGGCTGTGGCCATCTT

15

TGTAAAACGACGGCCAGTTCCCGACCAGCTAAGATCAG

CAGGAAACAGCTATGACCCAGAAGTGAGGGCATCTTGG

16

TGTAAAACGACGGCCAGTGATGCCTGTGGCTCCTTAGA

CAGGAAACAGCTATGACCGGATGGATAGACAAACGAGCA

17-18

TGTAAAACGACGGCCAGTGGGATGCAAGAAGAAGTTGG

CAGGAAACAGCTATGACCCCCAAGCCTCAGTGTCCTC

19

TGTAAAACGACGGCCAGTGTAGTGCCCATTGCTTGTCC

CAGGAAACAGCTATGACCCTCAGGAGGAGGGGATTCTC

20

TGTAAAACGACGGCCAGTCCCTAGCAGCTGGGCTATAC

CAGGAAACAGCTATGACCAGCATTCCCACAGAAGGATG

21

TGTAAAACGACGGCCAGTGCCACTTCCTGGTCTCTCTG

CAGGAAACAGCTATGACCGAACGAGGCAAGATGCAAGT

22

GGGCCTTATGTGCTAGAGGT

ATGGTCCAGCCTCACACAGT

23

TGTAAAACGACGGCCAGTGGAAATGAAGGGGAGACCTG

CAGGAAACAGCTATGACCTGCACTCCTGGACTCAAGTG

24

TGTAAAACGACGGCCAGTAGTACACGTGGGTGGAGAGG

CAGGAAACAGCTATGACCATGAGCCAATGCCTCCTAGA

25

TGTAAAACGACGGCCAGTTTAACTGCCTCCCAGCTTGT

CAGGAAACAGCTATGACCACAGGAAGGAGGACAGGACA

26

TGTAAAACGACGGCCAGTCCCTACCTCCTGGTCTCCTT

CAGGAAACAGCTATGACCTGGGATGCAAACTACAGGTG

27

TGTAAAACGACGGCCAGTGGGAGAGGTGGGACTTGAA

CAGGAAACAGCTATGACCTCCCTCCGTATCTTCCCACT

28

CAGGAAACAGCTATGACCTCCCTCCGTATCTTCCCACT

CAGGAAACAGCTATGACCACGCCCTAGGGAAAGCTG

29

TGTAAAACGACGGCCAGTTGTGATCCGGAATCTGTGAG

MO MAOMAOMAO MO MIOMOo MO MO MO MmO mAomXO MmO mXomXO MmO MmO mXOomomXO MmO mxomXamiaolm

CAGGAAACAGCTATGACCCCATGGGATGGGTTTTCA

Tableau 2: Amorces utilisées (F signifiant " sens" (forward) et R ""anti-sens' (reverse)), la partie en rouge
correspondant a ’extrémité M13
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Concentration finale
Tous les exons sauf Exons 12 et 19
7,8,12,19
Tampon 10X
(Platinium® Taq 1 1
DNA polymerase)
MgCI2 (mM) 1,5 1,5
dNTP (mM) 0,2x4 0,2x4
Primer F (uUM) 0,5 0,5
Primer R (uUM) 0,5 0,5
Bétaine (M) 0,5
Enzyme
(Platinium® Taq 0,25 pL/tube 0,25 pL/tube
DNA polymerase)
H20 gsp 50 pL/tube gsp 50 pL/tube

Tableau 3: Concentrations finales des mix de PCR pour tous les

exons, excepté les exons 7 et 8.

Kit TaKaRa Concentration
LATaq with GC finale pour les
buffer exons 7 et 8
GC buffer I 2X 1,15
dNTP (mM) 0.12x 4
Primer F (uM) 0,58
Primer R (uUM) 0,58
Enzyme 0,5 pL/tube
H20 gsp 40,5 pL/tube

Tableau 4: Concentrations finales des mix de PCR des exons 7 et 8

Temps pour tous

Temps pour les

Etape Température | les exons, exceptés exons 7 et 8
le7etle8
Dénaturation initiale 94°C 5 minutes 1 minute
Dénaturation 94°C 30 secondes 30 secondes
35 cycles Hybridation 60°C 30 secondes 30 secondes
Elongation 72°C 30 secondes 30 secondes
Elongation finale 72°C 7 minutes 5 minutes

Tableau 5:

Programmes d'amplification des PCR
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Les produits d’amplification ont ensuite été purifiés par une enzyme a activité
exonucléase, qui élimine les amorces libres, et une enzyme a activité phosphatase, qui
empéche I’incorporation des dNTP libres dans I’ADN ; les échantillons ont incubé 15 minutes
a 37°C puis 15 minutes a 80°C.

3. Le séquencage

Le séquencage utilise la méthode de Sanger et est automatisé (séquenceur ABI
Applied Biosystems 3130, USA)

Tout d’abord, une PCR est réalisée, avec une ADN polymérase, des amorces
spécifiques en ce qui concerne les exons 14 et 22, et des amorces M13F et M13R pour les
autres exons, des désoxyribonucléotides, et des didésoxyribonucléotides (ddNTP). Ces
derniéres vont empécher, par 1’absence de groupement hydroxyle en 3°, la liaison
phosphodiester d’un autre nucléotide et donc entrainent le blocage de la synthése d’ADN. Ces
ddNTP sont marqués par 4 fluorochromes différents selon leur base. Etant donné le nombre
exponentiel de copies du fragment d’ADN, des ddNTP terminateurs sont incorporés dans les
fragments d’ADN synthétisés a chaque nucléotide, d’ou la synthese de brins d’ADN de taille
différentes. La réaction de séquence a été réalisée a 1’aide du kit ABI prism BigDye
Terminator 1.1 Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied Biosystems), contenant 1’ADN
polymérase, les désoxyribonucléotides, et les didésoxyribonucléotides terminateurs. Pour
chaque puit, 1 uL de Bid Dye Terminator, 1 uL de tampon 5X, 1 uL d’amorce (a 1,6 pmol/
puL), 5 uL d’eau et 2 pLL de produits de PCR sont requis. La réaction de séquence est réalisée

selon les étapes suivantes :

Température Durée
Dénaturation initiale 96°C 1 minute
Dénaturation 96°C 10 secondes
25cycles | Hybridation 50°C 5 secondes
Elongation 60°C 1 minute 15 secondes

Tableau 6: Programme de la réaction de séquence
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Les produits de la réaction de séquence ont été ensuite purifiés par filtration sur un
complexe de microbilles (Gel Séphadex® G50) qui piégent les dNTP et les ddNTP
fluorescents. Cette purification a été réalisée sur plaque Millipore, Multiscreen-HV, chargée
de G50 solidifié apres 2 centrifugations de 3 minutes a 2000 tours/minutes. Les produits de la
réaction de sequence sont déposés en surface des puits, puis une nouvelle centrifugation de 2
minutes & 2000 tours/minutes est nécessaire pour récupérer les produits de la reaction de

séquence purifiée, en plague de 96 puits.

Enfin, le séquenceur capillaire va permettre la migration des fragments d’ADN
néosynthétisés de tailles différentes, dont le dernier nucléotide émet une fluorescence propre a
sa base, qui est détectée par un laser. La lecture de la fluorescence va permettre d’établir la
séquence nucléotidique du fragment d’ADN. Le séquenceur ABI Applied Biosystems 3130 a
été utilisé, et les paramétres d’injection sont les suivants : 1,2 Kvolt-10 secondes. Les données
sont ensuite traitées sur le logiciel SeqScape® Software v2.5 de la société Applied Biosystems
et comparées a un modeéle de référence. Le logiciel Alamut 2.0® est également utilisé pour

I’analyse des séquences.
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IVV. Résultats

Nous avons réparti les patients en deux cohortes distinctes, une cohorte de patients ayant
développé des « poussées » de PTT dés I’enfance, et une seconde cohorte de patient atteints
de PTT a révélation tardive, a ’age adulte. Vingt-quatre patients composent la cohorte des cas
de PTT pédiatrique, tandis que la cohorte de cas de PTT révélés a 1’age adulte est composée
de 11 patientes. Tous les patients considérés ont une activitt ADAMTS13 inférieure a 10% au
moment de 1’épisode et en période de rémission, un dosage d’antigétne ADAMTS13 inférieur
a 65 ng/mL, une recherche d’activité inhibitrice circulante négative, et un taux d’IgG inférieur

a 12 Ul/mL. Les données biologiques sont donc toutes en faveur d’un PTT héréditaire.

A. PTT révélés dans I’enfance

1. Epidémiologie et clinique

La cohorte de patients qui ont développé un PTT pendant I’enfance est composée de
vingt-quatre patients (P1 a P24), dont quatorze de sexe masculin et dix de sexe féminin. Dix
patients sont d’origine caucasienne, quatre sont originaires d’Afrique, huit d’Asie, et deux
d’Amérique. Plus de 90% des patients a eu un premier épisode de PTT en période néonatale.
Sur les dix-huit patients dont on sait qu’ils ont fait un second épisode de PTT, quatorze I’ont
fait moins d’un an ou jusqu’a un an apres le premier épisode aigu. Sur le plan clinique, les
patients ont une thrombopénie importante, avec une médiane a 25 G/L, et une anémie avec
une médiane a 9 g/dl. La majorité des patients présente des signes rénaux, notamment une
protéinurie, et six d’entre eux ont présenté une insuffisance rénale aigiie. Seulement six
patients ont présenté des symptdmes neurologiques, mais ceux-ci étaient majoritairement
graves avec quatre accidents vasculaires cérébraux (AVC) et des épisodes de coma pour un
patient. Le tableau 7 collige les données épidémiologiques et cliniques des patients de cette

premiére cohorte.

40



1997

Tableau 7 : Epidémiologie, signes cliniques et biologiques des patients atteints de PTT a révélation dans I’enfance

Patient | Année de | Sexe Origine Age du Age du Biologie Clinique
haissance ethnique premier ) s_econd Hb plaguettes Symptémes Symptémes Autres symptomes
épisode de épisode de ) .
PTT PTT (g/dL) (G/L) rénaux neurologiques

P1 1968 M Caucasien Naissance lan - - Protéinurie Aucun aucun

P2 1974 M Caucasien Naissance 5 ans 11 17 Protéinurie Aucun aucun

P3 1977 M Caucasien Naissance - 7 43 Insuffisance 2 AVC Ischémie rétinienne

rénale terminale ischémiques

P4 1981 F Caucasien Naissance 6 mois 10 20 Aucun Aucun Aucun

P5 1983 F Caucasien Naissance 18 mois 10 11 Protéinurie Aucun Aucun

P6 1986 M Caucasien Naissance 5 ans 7 45 Protéinurie Aucun Aucun

P7 1992 F Haiti Naissance 6 mois 8 27 Protéinurie Aucun Aucun

P8 1993 M Magreb Naissance 6 mois 10 30 Protéinurie Aucun Aucun

P9 1995 F Haiti Naissance lan 10 25 Protéinurie Coma a 3 et 6 mois Ischémie digestive

P10 1995 M Caucasien Naissance 1 mois 9 45 Aucun Aucun Aucun

P11 1998 F Mauritanie Naissance 9 mois 9 26 Protéinurie Aucun Aucun

P12 2001 F Sri-Lanka Naissance 3 ans 10 35 Insuffisance Aucun Aucun
rénale aigué

P13 2005 M Sri-Lanka Naissance 9 mois 9 25 Insuffisance Aucun Ischémie du faisceade
rénale aigué His (BAV)

P14 2002 M Turquie Naissance 10 mois 9 6 Aucun Aucun Aucun

P15 2005 M Caucasien Naissance lan 7 13 Insuffisance Hémorragie Aucune
rénale aigué cérébrale

P16 2006 F Caucasien Naissance 11 mois 10 19 Insuffisance Hémorragie Aucune
rénale aigué cérébrale

P17 2006 M Tunisie 20 jours 14 mois 8 11 Protéinurie, Aucun Aucun

hématurie

P18 2007 F Maroc Naissance 8 mois 7 19 Protéinurie Aucun Aucun

P19 2009 M Caucasien Naissance - 8 40 Aucun Aucun Aucun

P20 2009 F Pakistan Naissance - 11 17 Aucun Aucun Aucun

P21 2007 F Inde 2 ans - 4,5 30 Aucun AVC ischémique Aucun

P22 2007 M Inde lan - 45 20 Aucun Aucun Aucun

P23 1988 M Liban Naissance 6 mois 8 30 Protéinurie Parésie faciale Aucun

P24 1984 M Liban - - 10 45 Insuffisance Aucun Aucun

rénale




2. Résultats du séquencage des exons et jonctions
introns-exons du géne ADAMTS13

Les variants retrouves au cours du séquencage des 29 exons, des jonctions introns-
exons et d’une partie des extrémités 5° et 3’ non traduites sont détaillés dans le tableau 8. La
figure 16 synthétise la distribution des variants trouves. Les 32 mutations retrouvees dans la
cohorte se distribuent tout le long de la protéine, aussi bien au niveau de la moitié N-terminale
contenant le domaine métalloprotéase que dans les domaine TSP1 et CUB. Il n’y a pas de
« points chauds », c¢’est-a-dire d’endroit plus particuliérement siege de mutations. Nous avons
trouvé neuf mutations d’épissage (soit 28% des mutations) dans cette cohorte de patients, dont
six substitutions au niveau de sites accepteurs ou donneurs d’épissage, une substitution sept
nucléotides avant le début de la séquence exonique, une substitution trois nucléotides apres la
fin de I’exon et une délétion de vingt-neuf nucléotides au niveau de la jonction intron 7 —
exon 8. Trois duplications dont I’'une (c.4143dupA (p.Glul382ArgfsX6)) est retrouvée chez
trois patients non apparentés, et une délétion de deux nucléotides, produisent un décalage du
cadre de lecture (soit 12,5% de mutations provoquant un décalage du cadre de lecture) .
Quatre mutations non-sens (soit 12,5 % des mutations) ont été retrouvées, dont une dans deux
familles différentes (c.3616C>T (p.Arg1206X)). Quinze mutations sont des faux-sens (soit
47% des mutations), dont I’une est retrouvée chez deux patients non apparentés (c.1787C>T

générant p.Ala596Val).

Comme deux patients ont chacun un frére ou une sceur atteints, nous considérerons
que la fratrie compte pour un cas index, ce qui fait vingt-deux patients. Treize patients sur les
vingt-deux (soit 59%), sont hétérozygotes composites, ce qui correspond aux données de la
littérature. Huit patients (soit 36%), sont homozygotes pour une mutation. Pour les patients
dont on a pu étudier les parents, la mutation a été retrouvée a 1’état hétérozygote chez les deux
parents, comme le montrent les arbres généalogiques de la figure 17. En ce qui concerne les
patients pour lesquels I’étude génétique a pu étre réalisée chez les parents, aucune mutation
de novo n’a été retrouvée. L’un des patients (P14) ne présente qu’une seule mutation

hétérozygote.
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Tableau 8: Variants des exons et jonctions intron-exon du gene ADAMTS13 dans la cohorte de cas pédiatriques
(Htz signifie hétérozygote, hmz homozygote)

Mutations Polymorphismes non-synonymes
Patient
Intron/ Variant Statut Protéine Domaine avec effet sans effet délétere majeur
Exon délétére prouvé
prouvé
P1 Intron 13 €.1584+2T>A Hétérozygote p.? Riche en cystéine
Exon 29 €.4143dupA Hétérozygote | p.Glul382ArgfsX6 CUB-2
P2 Intron 3 €.330+3G>C Hétérozygote p.? Meétalloprotéase €.1852C>G c.19C>T p.Arg7Trp htz
Exon 29 C.4143dupA Hétérozygote | p.Glu1382ArgfsX6 CUB-2 p.Pro618Alahtz | ¢.1342C>G p.GIn448GIu hmz
P3 Intron 11 €.1309-1G>A Hétérozygote p.? Riche en cystéine €.19C>T p.Arg7Trp htz
Exon 21 €.2723G>C Hétérozygote p.Cys908Ser TSP1-5 ¢.3097G>A p.Alal033Thr htz
P4 Exon 13 €.1520G>A Hétérozygote p.Arg507GIn Riche en cystéine
Exon 16 c.1787C>T Hétérozygote p.Alab96Val Spacer
P5 Intron 8 .988-2A>G Hétérozygote p.? Désintégrine
Exon 29 c.4085A>T Hétérozygote p.Asp1362Val CUB-2
P6 Exon8 | ¢.825-10_843del29 | Hétérozygote p.? Métalloprotéase €.1342C>G p.GIn448Glu htz
Exon 19 €.2272T>C Hétérozygote p.Cys758Arg TSP1-3
P7 Exon 7 €.803G>C Hétérozygote p.Arg268Pro Métalloprotéase €.1342C>G p.GIn448Glu htz
Exon 14 €.1643G>T Hétérozygote p.Cys548Phe Riche en cystéine
P8 Exon 24 c.3070T>G Homozygote p.Cys1024Gly TSP1-7 €.1874G>A p.Arg625His htz
P9 Exon 16 c.1787C>T Homozygote p.Alab596Val Spacer
P10 Exon 17 €.2074C>T Homozygote p.Arg692Cys TSP1-2 €.1852C>G €.1342C>G p.GIn448Glu hmz
p.Pro618Ala hmz | ¢.2195C>T p.Ala732Val hmz
P11 Exon 6 c.607T>C Hétérozygote p.Ser203Pro Métalloprotéase €.1342C>G p.GIn448Glu htz
Exon 25 | ¢.3254 3255delCT | Hétérozygote | p.Serl085CysfsX12 TSP1-8
P12/P13 | Exon 26 c.3616C>T Homozygote p.Arg1206X CuB-1 €.1342C>G p.GIn448Glu hmz
P14 Exon 26 €.3655C>T Hétérozygote p.Arg1219Trp CUB-1 €.2699 C>T p.Ala900Val htz




or

Patient Mutations Polymorphismes non-synonymes
Intron/ Variant Statut Protéine Domaine avec effet sans effet délétere
Exon délétere prouvé majeur prouveé
P15 Exon 19 C.2404C>T Hétérozygote p.GIn802X TSP1-3
Exon 29 €.4143dupA Hétérozygote | p.Glul382ArgfsX6 CuB-2
P16 Intron 13 €.1585-1G>C Hétérozygote p.? Riche en cystéine €.1342C>G p.GIn448Glu
Exon 17 €.2085C>G Hétérozygote p.Cys695Trp TSP1-2 htz
P17 Exon 18 €.2203G>T Homozygote p.Glu735X TSP1-2
P18 Exon 12 €.1312T>C Homozygote p.Cys438Arg TSP1-1 €.1342C>G p.GIn448Glu
htz
P19 Intron 6 c.687-7C>A Hétérozygote p.? Métalloprotéase
Exon 26 €.3616C>T Hétérozygote p.Arg1206X CUB-1
P20 Intron 17 €.2104+1G>A Homozygote p.? TSP1-2
P21/P22 | Exon 12 €.1328T>C Hétérozygote p.Leud43Pro Riche en cystéine
Exon 12 €.1409G>A Hétérozygote p.Trp470X Riche en cystéine
Exon 8 .844G>C Hétérozygote p.Val282Leu Meétalloprotéase
P23 Exon 1 €.22dupG Hétérozygote p.Ala8GlyfsX131 Meétalloprotéase €.2699 C>T p.Ala900Val
Exon 16 €.1908dupG Hétérozygote | p.Leu637AlafsX18 Spacer htz
P24 Intron 27 €.3892+1G>A Homozygote p.? CUB-1

Suite du tableau 8




Figure 16: Variants retrouveés chez les patients atteints de PTT révélé pendant I'enfance
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Figure 17: Arbres généalogiques des patients atteints de PTT durant I’enfance
(Ne sont présentés que les arbres généalogiques des familles dont nous disposons des

informations)
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B. Cohorte de patients avec PTT révélé a I'age adulte

1. Epidémiologie et clinique

La deuxieme cohorte regroupe les 11 patients (Al a All) suspects de PTT héréditaire
a révélation tardive, a 1’age adulte. Les caractéristiques épidémiologiques et cliniques de ces
patients sont détaillées dans le tableau 9. Il faut souligner que ces patients sont exclusivement
des femmes, et que le premier épisode de PTT est survenu a chaque fois a ’occasion d’une
grossesse. La poussée de PTT a parfois été considérée tout d’abord comme une pré-éclampsie
« atypique » et diagnostiqguée comme PTT au décours de la premiére grossesse ou a
I’occasion de la deuxiéme grossesse. La patiente A8 est la sceur du patient P6 qui fait partie de
la premiére cohorte des cas pédiatriques. Deux sceurs, A2 et A3, ont présenté chacune un PTT

a I’occasion de leur grossesse respective.
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Tableau 9: Epidémiologie et clinique des patients avec PTT révélés a I'age adulte (d’aprés Thése d’exercice de Marie Moatti, 2010 %)

(35SA)

(36SA)

de vie
(malformation
cardiaque)

prophylactique lors de
la 2°™ grossesse,
accouchemet
déclenché par voie
basse

Patient | Annéede | Sexe Origine Age du | Circonstances | Prise en charge Enfant Prise en charge a Autres épisodes de PTT
naissance ethnique ler du ler de I’épisode distance
épisode épisode de aigu
de PTT PTT
Al 1938 F Caucasienne 23 Grossesse NR (non Fausse-couche NR 27 ans, lors d’une
renseigné) grossesse
66 ans, a I’occasion d’une
cholécystite
68 ans : AVC
Hémolyse chronique entre
les poussées
A2 1961 F Caucasienne 37 1°® grossesse, | Extraction feetale MFIU NR NR
a 26SA (26SA),
plasmathérapie
A3 1968 F Caucasienne 34 1°® grossesse, | Extraction feetale Vivant Surveillance clinico- NR
a 36SA (36SA), biologique lors de la
plasmathérapie 2"% grossesse,
plasmathérapie
périnatale, césarienne
programmée
A4 1977 F Caucasienne 26 1°® grossesse | Accouchement Vivant Non 36 ans, lors d’une 2°™
(35SA) par voie basse grossesse (insuffisance
rénale modérée)
A5 1979 F Caucasienne 29 lére grossesse | Extraction feetale| Décés a 18 jrs Plasmathérapie NR

€s




A6 1980 Caucasienne 18 1°® grossesse Non IVG A Doccasion des 21 ans, lors d’une 2"
(IVG) autres grossesses grossesse (24SA) ;
extraction feetale,
plasmathérapie,
corticoides ; enfant décédé
a 3 jours de vie
23 ans, lors d’une 3*™ gross
(17SA), plasmathérapie, MR
24SA
A7 1982 Caucasienne 31 1% grossesse, | Extraction feetale Vivant NR NR
433SA (33SA),
plasmathérapie
A8 1983 Caucasienne 24 1% grossesse, | Extraction feetale MFIU Plasmathérapie NR
a27SA (27SA), prophylactique lors de
plasmathérapie la 2°™ grossesse,
césarienne
programmée
A9 1984 Caucasienne 24 1°® grossesse, | Extraction feetale Décés a 6 Plasmathérapie NR
a 30SA (30sA), semaines de vie | prophylactique lors de
plasmathérapie (prématurité) la 2°™ grossesse,
césarienne
programmée
Al10 1984 Caucasienne 25 1%® grossesse, | Plasmathérapie, NR NR NR
a 25SA extraction feetale
(28SA),
All 1984 Caucasienne 26 1°® grossesse, Extraction Vivant NR NR
a 38SA feetale,
plasmathérapie,
corticoides

Suite du tableau 9
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2. Résultats du séquencage des exons et jonctions
introns-exons du géne ADAMTS13

Les résultats du séquencage réalisé sont detaillés dans le tableau 10. Nous avons
retrouvé la délétion de 29 paires de bases au niveau de la jonction de I’intron 7 et de I’exon 8
précédemment décrite chez le fréere P6 de la patiente A8, une délétion d’un nucléotide
occasionnant un décalage du cadre de lecture, deux mutations non-sens (soit 20% des
mutations retrouvees), et six substitutions faux-sens (soit 60% des mutations retrouvees). La
figure 18 synthétise la distribution des 10 mutations différentes retrouvées. Cing mutations
sont situées au niveau de la moitié N-terminale de la protéine (domaines métalloprotéase,
désintégrine, TSP1-1, riche en cystéine, spacer), les cinq autres sont situées dans les
domaines TSP1 et CUB. Sept patientes sont hétérozygotes composites, et parmi I’une d’entre
elles on dénombre trois mutations (A6). L’une des patientes (A1) a une mutation homozygote.
Deux patientes ont une seule mutation a I’¢tat hétérozygote (A4 et A9). Il faut noter que la
mutation ¢.3178C>T (p.Alal060Trp) est retrouvée a 1’état hétérozygote chez sept patientes
sur dix (les deux patientes A2 et A3, jumelles, sont comptabilisées pour un cas index, ce qui

réduit le nombre de patientes a dix).

Les arbres genéalogiques sont détaillés sur la figure 19. En ce qui concerne les patients

pour lesquels 1’étude familiale a été possible, il n’existe pas de mutation de novo.
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Tableau 10 : Variants retrouvés chez patients avec révélation du PTT a I’Age adulte (hmz : homozygote ; htz : hétérozygote)

99

Mutations Autres variants relativement fréquents dans
la population
Patient | Intron/ Variant Statut Protéine Domaine avec effet sans effet délétére majeur
Exon délétere
Al Exon 7 c.706G>T homozygote p.Gly236Cys Métalloprotéase €.1342C>G p.GIn448Glu hzt
A2 Exon 20 €.2434G>T hétérozygote p.Glu812X TSP4 c.19C>T p.Arg7Trp hzt
Exon 24 .3178C>T hétérozygote p.Arg1060Trp TSP1-7 €.1342C>G p.GInd48Glu hzt
€.3097G>A p.Alal033Thr hzt
A3 Exon 20 C.2434G>T hétérozygote p.Glug12Xx TSP4 c.19C>T p.Arg7Trp hzt
Exon 24 c.3178C>T hétérozygote p.Arg1060Trp TSP1-7 €.1342C>G p.GIn448Glu hzt
€.3097G>A p.Alal033Thr hzt
Ad Exon 24 €.3178C>T hétérozygote p.Argl060Trp TSP1-7 €.1852C>G c.19C>T p.Arg7Trp hzt
p.Pro618Ala hzt €.1342C>G p.GIn448Glu hzt
€.2195C>T p.Ala732Val hzt
¢.3097G>A p.Alal033Thr hzt
A5 - - - - - €.1852C>G ¢.19C>T p.Arg7Trp hmz
p.Pro618Ala €.1342C>G p.GIn448GIlu hmz
hmz €.2195C>T p.Ala732Val hmz
A6 Exon 3 €.283G>C Hétérozygote p.Ala95Pro Métalloprotéase ¢.19C>T p.Arg7Trp hzt
Exon 16 €.1892C>T Hétérozygote p.Ala631Val Spacer €.3097G>A p.Alal033Thr hzt
Exon 24 c.3178C>T hétérozygote p.Arg1060Trp TSP1-7
A7 Exon 3 €.262G>C Hétérozygote p.Val88Leu Métalloprotéase €.1852C>G ¢.19C>T p.Arg7Trp hzt
Exon 24 .3178C>T hétérozygote p.Arg1060Trp TSP1-7 p.Pro618Alahzt | c.1342C>G p.GIn448Glu hzt
€.2699 C>T p.Ala900Val hzt
€.3097G>A p.Ala1033Thr hzt
A8 Exon8 | ¢.825-10_843del29 Hétérozygote p.? Désintegrine €.1342C>G p.GIn448Glu hmz
Exon 19 €.2272T>C Hétérozygote p.Cys758Arg TSP1-3
A9 Exon 24 €.3178C>T Hétérozygote p.Arg1060Trp TSP1-7 c.1852C>G ¢.19C>T p.Arg7Trp hzt
p.Pro618Ala hzt €.1342C>G p.GIn448Glu hzt
€.2195C>T p.Ala732Val hzt
€.3097G>A p.Alal1033Thr hzt
Al0 Exon 24 .3178C>T Hétérozygote p.Arg1060Trp TSP1-7 ¢.19C>T p.Arg7Trp hzt
Exon 25 .3313C>T Hétérozygote p.GIn1105X TSP1-8 ¢.3097G>A p.Alal033Thr hzt
All Exon 20 €.2455delG Hetérozygote p.Ala819LeufsX24 TSP4 c.19C>T p.Arg7Trp hzt
Exon 24 €.3178C>T Hétérozygote p.Arg1060Trp TSP1-7 ¢.3097G>A p.Alal033Thr hzt




Figure 18: Variants retrouveés chez les patients atteints de PTT révélé a I'age adulte
Variants exprimés dans des recombinants*, mutations non-sens, polymorphismes non synonymes

LS

p.Arg7Trp*

p.Val88Leu
p.Ala95Pro
p.Gly236Cys

Epissage :

In8/Ex8: c.825-
10_843del29

p.Ala732Vval*

p-GIn448GIlu*

p.Pro618Ala*
p.-Ala631Vval

p.Cys758Arg p-Ala900Vval

p.Alal033Thr*
p.Arg1060Trp*
(retrouvés chez 7
patientes sur 10)

'
@ Cys
1

Décalage du cadre
de lecture:
c.2455delG
p.-Ala819LeufsX24

p.GIN1105X




Figure 19: Arbres généalogiques des patients atteints de PTT révélé a I'age adulte
(Ne sont représentés que les arbres généalogiques des familles dont nous disposons des informations)
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Suite figure 19
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V. DISCUSSION

A. Etude de I’effet délétere des variants retrouvés

1. Cohorte de patients avec PTT révélé pendant

’enfance

a) Mutations décrites dans la littérature

Quatorze mutations retrouvées dans notre cohorte de patients ont déja été décrites dans
la littérature (Tableau 11). Six mutations faux-sens ont fait ’objet d’études in vitro par
transfection de vecteurs contenant I’ADN complémentaire (ADNc) d’ADAMTS13 muté dans
deux types de cellules. Toutes les mutations sont associées a une sécrétion diminuée ou nulle
de la protéase et une activité diminuée voire indétectable, ce qui constitue des arguments
décisifs en faveur d’un effet délétére de ces mutations et de leur responsabilité dans le
phénotype observé. Une mutation non-sens a été décrite dans Iarticle de Shibagaki et al. ",
elle aboutit a un codon de terminaison au niveau du domaine CUB-1. La présence d’un codon
de terminaison prématuré aboutit probablement a la destruction de I’ARN messager par le
processus du NMD (non-sens mediated mRNA decay), dont le déclenchement nécessite 2
signaux : le codon de terminaison prématuré et I’existence d’une marque de jonction exon-
exon en 3’ de celui-ci. Deux mutations faux-sens ont été décrites dans ’article de Levy et al.?
de 2001. Ces mutations n’ont pas été ¢tudiées in vitro, cependant leur localisation dans une
région trés conservée ainsi que leur absence dans des sujets témoins, arguaient pour un effet
délétére de ces mutations. Neuf mutations retrouvées dans les patients de notre cohorte ont
déja fait 1’objet d’une publication ", dont quatre ont été étudiées in vitro "* . L’une est une
délétion de 29 nucléotides (dix nucléotides de I’intron 7 et dix-neuf nucléotides du debut de
I’exon 8) aboutissant probablement a un saut de I’exon 8 par absence d’un site accepteur
d’épissage. La mutation d’épissage €.1309-1G>A, de la méme fagon, conduit selon toute
vraisemblance a un saut de I’exon 12. La mutation ¢.3254 3255delCT génére un décalage du
cadre de lecture, puis un codon de terminaison en position 1097, dans le domaine TSP1-8, qui
fait probablement intervenir le processus NMD. Enfin, les variants faux-sens p.Cys758Arg et
p.Cys908Ser seront discutés dans le tableau 14.
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Tableau 11: Mutations de la cohorte de patients atteints de PTT durant I’enfance, décrites dans la
littérature internationale

Etude in vitro (recombinants)

Mutations Domaine
Cellules Sécrétion Activité Référence
ADAMTS13
p.Ser203Pro Métalloprotéase Hela 21% -
COS-7 18% indétectable
p.Arg268Pro Meétalloprotéase Hela 38% o Veyradier et
COS-7 25% indétectable al 2004 ™
p.Arg507GIn Riche en cystéine Hela indétectable _ - Hommais et
COSs-7 1,25% indétectable al.2007 2
p.Ala596Val Spacer Hela 17% -
COs-7 20% r'VWF-WT:
indétectable
FRETS-
VWF73:
30%
p.Arg692Cys TSP1-2 NR (non NR NR Levy et al.
réalisé) 2001 %
p.Cys758Arg TSP1-3 NR NR NR Veyradier et
al.2004 "*
p.Cys908Ser TSP1-5 NR NR NR Veyradier et
al.2004 "*
p.Cys1024Gly TSP1-7 NR NR NR Levy et al.
2001 %
p.Argl206X CuB-1 NR NR NR Shibagaki et
al. 2006
p.Arg1219Trp CUB-1 HEK293/ | indétectable 62% Donadelli et
Drosophila al.2006 *°
S2
€.825-10 843del29 | Métalloprotéase NR NR NR
p.1309-1G>A Riche en cystéine NR NR NR Veyradier et
al.2004 ™
€.3254_3255delCT TSP1-8 NR NR NR
p.Ser1085CysfsX12
€.4143dupA CuUB-2 COSs-7 14% 85% Pimanda et
p.Glu1382ArgfsX6 HEK?293 4% 10% al. 2004 ™
Garagiola et
al. 2008 ®

59




b) Mutations non décrites dans la littérature

Dix-huit mutations retrouvées dans cette premiére cohorte pédiatrique n’ont jamais été
décrites dans la littérature : il s’agit de trois mutations non-sens, sept mutations d’épissage,
deux duplications d’un nucléotide créant un décalage du cadre de lecture et un codon de
terminaison prématuré, et six mutations faux-sens. Dans un souci de clarté, les conséquences

probables de ces mutations sont rassemblées dans les tableaux 12 et 14.

Les mutations non-sens et les duplications engendrant un décalage du cadre de lecture
aboutissent certainement a une destruction de I’ARNm par le NMD et par conséquent a une
absence de sécrétion de la protéine. Les mutations d’épissage situées au niveau des sites
donneurs (en +1 et +2 aprés la fin d’un exon) et accepteurs (en —1 et —2 avant le début de
I’exon) sont considérées de fagon consensuelle comme trés probablement délétéres pour la
fonction protéique. Ces mutations sont, associées a une seconde mutation sur 1’autre alléle,
sans doute responsables du phénotype observé chez les patients. Les mutations ¢.330+3G>C
et c.687-7C>A sont responsables de création de nouveaux sites d’épissage selon les
algorithmes bioinformatiques utilisés dans le service, disponibles sur le logiciel Alamut®. En
effet, SpliceSitefinder-like, MaxEntScan et NNSplice prédisent 1’abolition de 1’épissage en 5’
de I’intron 3 pour ¢.330+3. En ce qui concerne le variant ¢.687-7, SpliceSitefinder-like,

MaxEntScan, NNSplice et Human Splice Finder (http://www.umd.be/HSF/) prédisent un

épissage 5 nucléotides avant le début de 1’exon, induisant un décalage du cadre de lecture et
’apparition d’un codon de terminaison prématuré. Cependant, afin de prouver la réalité de ces
prédictions, une étude « minigene » va étre réalisée a Lyon (Dr Bozon) par transfection de
vecteur contenant une partie du gene avec le variant muté dans des cellules, et étude des

produits ARN issus de 1’épissage.

Pour éliminer la possibilité de polymorphismes rares, nous devrons vérifier 1’absence
des variants non décrits retrouvés dans nos deux cohortes chez au moins 200 sujets sains,
théoriquement de méme origine ethnique, ce qui parait difficilement réalisable pour tous les

patients de la cohorte.
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Tableau 12: Conséquences probables des mutations non-sens, des duplications et des mutations
d'épisssage retrouvées

Mutation Domaine Conséquence probable

p.Trpd70X Riche en cystéine STOP en position 470
p.Glu735X TSP1-2 STOP en position 735 Activation du NMD et

destruction de
I’ ARNmessager

p.GIn802X TSP1-3 STOP en position 802

c.22dupG Peptide signal Décalage du cadre de

p.Ala8GlyfsX131 lecture entrainant un STOP

€.1908dupG Spacer Décalage du cadre de

p.Leu637AlafsX18

lecture entrainant un STOP

€.687-7C>A Métalloprotéase | Prédiction bioinformatique Décalage du cadre de
d’épissage 5 nucléotides lecture et codon STOP
avant le début de I’exon prématuré, puis
activation du NMD
€.330+3G>C Métalloprotéase | Prédiction bioinformatique
de I’abolition de 1’épissage
en 5’ de 'intron 3
€.988-2A>G Désintégrine-like | Absence du site accepteur

d’épissage de I’intron 8

€.1584 +2T>A

Riche en cystéine

Absence du site donneur
d’épissage de I’intron 13

€.1585-1G>C Riche en cystéine | Absence du site accepteur
d’épissage de I’intron 13
€.2104+1G>A TSP1-2 Absence du site donneur
d’épissage de I’intron 17
€.3892+1G>A CuB-1 Absence du site donneur

d’épissage de I’intron 27

Saut d’exon ou
rétention d’intron, ou
création d’un site
cryptique d’épissage
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Les variants faux-sens conduisent a un changement d’un acide aminé. La conséquence
sur la fonction protéique est plus difficile a prédire. Idéalement, une étude fonctionnelle
réalisée in vitro, semblable a celles réalisées pour affirmer le caractere délétere des mutations
décrites dans la littérature, serait & envisager ultérieurement. Toutefois, dés a présent, de la
nature des acides amines, de la conservation de ces acides aminés parmi les espéces, et de
prédictions bioinformatiques quant aux conséquences de ces substitutions faux-sens, peuvent
émaner des arguments en faveur d’un caractére délétére de la mutation sur la fonction
protéique. La distance de Grantham permet d’évaluer la différence de composition, de
polarité, et de volume moléculaire entre deux acides aminés, sur une échelle de 0 a 215. La

conservation inter-espece a été évaluée a I’aide du site Ensembl (www.Ensembl.org) parmi 8

espéces de mammiféres considérées : I’homme, le chimpanzé, 1’orang-outan, le macaque, le
chien, la vache, le rat et la souris. Les données prédictives de trois sites sur 1’effet de la
substitution ~ d’acides aminés ont ¢ét¢é  confrontées (Tableau 13).  Align

GVGD (http://agvad.iarc.fr/) utilise la distance de Grantham, et la variation de Grantham qui

est liée a la conservation inter-espece de cet acide aminé grace a des alignements de séquence.
Il classe donc la mutation de la catégorie CO, tres probablement non délétére, a la catégorie
C65, trées probablement délétere. SIFT  (Sorting Intolerant from tolerant)

(http://sift.jcvi.org/) est basé sur des alignements de séquence et propose des scores qui

correspondent & une substitution non tolérée a tolérée. Le site Polyphen-2

(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) considére la conservation au cours de 1’évolution, les

différences physico-chimiques, la position de la substitution par rapport a des domaines
fonctionnels ou des caractéristiques de structure. Ces données sont rassemblées dans les
tableaux 13 et 14.

Tableau 13 : Logiciels de prédiction de I’effet des variants faux-sens utilisés

Logiciels Score/classement Signification
Align GVGD CO CO : n’interfére probablement pas sur la fonction protéique
a a
C65 C65 : interfere tres probablement sur la fonction protéique
Polyphen-2 0 Effet probablement non délétére
al Effet probablement délétere
SIFT 0a0,05 Substitution non tolérée
0,051a0,1 Substitution probablement non tolérée
0,101 et0,2 Limite
0,201a1l Substitution tolérée
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Tableau 14: Variants faux-sens et conséquences prédites par bioinformatique

Variants Domaine Conservation de Distance de
I’acide aminé Grantham de 0 & Align GVGD PolyPhen-2 SIFTt Align
(8 espéces) 215 Sequences
p.Val282Leu Métalloprotéase | Faiblement conservé 32 CO (toléré) 0,003 (toléré) 1 (toléré)
p.Cys438Arg TSP1-1 Hautement conserveé 180 CO (toléré) 1 (délétere) 0.01 (délétere)
p.Leud43pro | Riche en cystéine | Hautement conservé 98 C65 (delétere) 0,954 (délétére) 0.0 (délétére)
p.Cysb48Phe | Riche en cystéine | Hautement conservé 205 C65 (delétere) 0,999 (déléteére) 0.0 (délétére)
p.Cys695Trp TSP1-2 Hautement conservé 215 C65 (delétere) 0,999 (délétére) 0.0 (délétére)
p.Aspl362Val CuUB-2 Hautement conservé 152 C65 (delétere) 0,999 (délétere) 0.0 (délétére)
p.Cys758Arg TSP1-3 Hautement conservé 180 CO (toléré) 0,998 (délétere) 0.14 (limite)
(Veyradier et
a.l 71)
p.Cys908Ser TSP1-5 Hautement conservé 112 C65 (délétere) 0,999 (délétere) 0.0 (délétere)
(Veyradier et
al 71)




La mutation p.Val282Leu, bien que située dans le domaine métalloprotéase, apparait
comme probablement non délétere pour la fonction protéique au vu des données considérées.
En effet, I’acide aminé valine est peu conservé au sein des especes, la différence physico-
chimique entre la valine et la leucine est peu importante, et les trois sites prédictifs annoncent
une tolérance de la mutation. Les deux fréres P21/P22, qui possedent cette mutation, ont par
ailleurs deux autres mutations (p.Leud43Pro et p.Trp470X) qui sont, selon les mémes

données, plus delétéres et plus enclines a expliquer le phénotype de PTT.

La mutation p.Cys438Arg est probablement délétére, car I’acide aminé cystéine est
trés conservé, la distance de Grantham entre la cystéine et I’arginine est importante, et deux
sites sur trois prédisent un effet délétere de la substitution. De plus, le domaine TSP1-1 est
requis pour la reconnaissance et le clivage du VWF par ADAMTS13. Une étude fonctionnelle

permettrait de statuer sur le caractére délétere de cette mutation.

Les données concernant la mutation p.Cys758Arg, située dans le domaine TSP1-3,
sont plus partagées. Ainsi, la cystéine est trés conservée a cette position, I’écart physico-
chimique entre la cystéine et I’arginine est important, mais deux sites sur trois annoncent un
effet délétere peu probable pour cette mutation. La structure particuliere de la cystéine qui
permet la création de pont disulfure est un argument en faveur de son caractére délétere.
Cependant, la fonction du domaine TSP1-3 est encore mal connue pour I’instant. Cette
mutation n’a pas été retrouvée chez 100 sujets témoins "*. Dans la famille P6/A8, la mutation
ségrege avec la pathologie, en association avec la délétion de 29 nucléotides entre 1’intron 7 et
I’exon 8. Une étude fonctionnelle permettrait également de statuer sur le caractere delétere de

cette mutation.

Les autres substitutions faux-sens (p.Leud443Pro, p.Cys548Phe, p.Cys695Trp,
p.Cys908Ser et p.Aspl362Val) sont, selon les données bioinformatiques considérées,
probablement déléteres pour la fonction de la protéase ADAMTS13. Deux variants sont situés
dans le domaine riche en cystéine, qui est nécessaire pour la reconnaissance et le clivage du
VWEF, un variant est situé dans le domaine CUB, et un autre dans le domaine TSP1-5, qui
seraient impliqués dans la reconnaissance du VWF dans la circulation. Le variant
p.Cys695Trp se trouve dans le domaine TSP1-2, dont la fonction est mal connue pour

I’instant.
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Les sujets atteints de PTT a révélation pendant 1’enfance sont donc tous hétérozygotes
composites ou homozygotes pour une mutation, ce qui, par le caractére délétere probable de
ces mutations, peut expliquer le phénotype observé, excepté le patient P14 qui posséde

seulement une mutation a 1’état hétérozygote, ce dont nous discuterons plus tard.

c) Polymorphismes

Le patient P23, atteint de PTT, posséde deux duplications occasionnant un décalage du
cadre de lecture et probablement une destruction de I’ARN messager par le NMD. Sa sceur et
son pére ont chacun 1’une de ces mutations, a 1’état hétérozygote, et ont cependant une activité
ADAMTSI13 inférieure a 5%, méme si, a priori, ils n’ont pas présenté de symptomes de PTT
pour I’instant (Figure 20). Le séquengage du géne ADAMTSI13 chez la sceur n’a pas retrouvé
d’autres mutations pouvant expliquer le phénotype. Cependant les polymorphismes non
synonymes p.Arg7Trp, p.GIn448Glu, p.Pro618Ala et p.Ala732Val sont retrouvés chez la

sceur et le pere.

Act ADAMTS13<5% Act
p.Leu637AlafsX18 ADAMTS13=34%
p.Arg7Trp .74@ p.Alag8GlyfsX131
p.GIn448Glu
p.Pro618Ala
pAlars2val Famille P23
Act
ADAMTS13=43%
-~
P23
Act ADAMTS13<5% Act ADAMTS13<5%
p.Ala8GlyfsX131 p.Alag8GlyfsX131
p.-Arg7Trp p.Leu637AlafsX18
p.GIn448Glu p.Ala900Val
p.Pro618Ala
p.Ala732Val

Figure 20: Arbre généalogique de la famille du patient P23

[ Patients atteints de PTT [ Patients avec Act ADAMTS13<5% dont on ignore s’ils ont
développé des symptomes

(mutations, polymorphismes non synonymes)
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Il existe en effet de nombreux polymorphismes non-synonymes dans le géne
ADAMTS13, qui sont détaillés sur la figure 13. Deux polymorphismes, p.Pro475Ser et
p.Pro618Ala, ont fait I’objet d’études in vitro et ont été associés a des baisses de sécrétion
et/ou d’activité de la protéase. Le polymorphisme p.Pro475Ser est frequent au sein de la

61 62) et est associé a une activité

population japonaise (fréquence allélique de 5,1%
ADAMTS13 tres réduite. Le polymorphisme p.Pro618Ala est lui aussi répandu (fréquence
allélique de 9,2% °®1) et associé & une sécrétion de 27% par rapport & la protéine sauvage et
une activité de 14% in vitro. Il faut donc considérer les polymorphismes dans 1I’interprétation
des résultats du séquencage. En effet, I’article de Plaimauer et al. 2006 ® a pour sujet I’étude
des polymorphismes non-synonymes et de leur association sur un méme alléle, ou avec une

substitution faux-sens. Les résultats de cette étude sont rassemblés dans le tableau suivant :

Percentage of wt ADAMTS13

Antigen level Activity level
Construct Mean SEM Mean SEM
Vector ND — ND —_
WT 100 — 100 —
W7 99 5 86 8
E448 95 8 75 8
A618 27 4 14 1
V732 60 5 71 4
W1336 238 3 12 1
A-V 7 1 4 0
Wi-A 35 2 2
W;-V 63 12 75 15
E-A 67 5 28 6
V-W, 18 2 4 1
E-A-V 26 2 15 1
W;-A-V 25 2 12 1
A-V-W, 4 0 ND —
Wi-E-A 63 13 32 2
WH-E-W> 12 1 7 1
W;-E-A-V 80 8 40 4
W;-A-V-W, ND — ND —_
W;-E-A-V-W, ND — ND —
X44 ND — ND —
X44/W4-E-A-V-W; ND — ND —

Tableau 15 : Antigéne et activit¢t ADAMTS13 obtenus dans le milieu des cellules exprimant des
variants (D’aprés Plaimauer et al. 2006 °%)

Ces variants sont les suivants : p.Arg7Trp (W7 ou W), p.GIn448Glu (E448 ou E), p.Pro618Ala (A618
ou A), Ala732Val (V732 ou V), Arg1336Trp (W1336 ou W,) et p.GIn44X (X44) seuls ou en
association. L’abréviation SEM signifie Standart Error of the Mean
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D’aprés cette étude, les polymorphismes p.Arg7Trp et p.GIn448Glu seuls sont
associés a une sécrétion et une activité quasi-normales. Le polymorphisme p.Ala732Val est
associe a une légere baisse de sécrétion et a une activité maintenue a 71% ; et p.Pro618Ala est
associé, comme nous 1’avons évoqué précédemment, a une sécrétion de 27% et une activité de
14%. Pourtant, situés sur le méme allele, les effets de p.Pro618Ala et p.Ala732Val
« s’additionnent » et induisent une sécrétion de 7% et une activité de 4%. En revanche,
p.Arg7Trp et GIn448Glu semblent diminuer I’effet délétére du couple p.Pro618Ala et
p.Ala732Val puisque les haplotypes p.Arg7Trp-p.Pro618Ala-p.Ala732Val et GIn448Glu-
p.Pro618Ala-p.Ala732Val engendrent une sécrétion respective de 25 et 26% et une activité de
12 et 15%. De plus, I’association des quatre polymorphismes normalise la sécrétion a 80% et
augmente significativement 1’activité de la protéase a 40%. L hypothése émise par les auteurs
est que la frequence allélique de p.Pro618Ala étant élevée, son association a p.Arg7Trp et/ou
p.GIn448Glu permettrait de moduler son effet délétére et de restaurer un peu la sécrétion et
I’activité de la protéase. Il est vrai que, dans nos deux cohortes, p.Pro618Ala est toujours

associé a ces deux polymorphismes, et pour un patient, a p.GIn448Glu seul.

Ainsi, en ce qui concerne le phénotype de la sceur et du pere de P23, I’haplotype
p.Arg7Trp-p.GIn448Glu-p.Pro618Ala-p.Ala732Val génere peut-étre une baisse de I’activité
d’ADAMTSI13 a environ 40%, ce qui, en association avec la duplication sur 1’autre all¢le et la
destruction de ’ARNm correspondant, suffit a provoquer le phénotype observe (activité
ADAMTS13<5%).

Le tableau 16 recense les données bioinformatiques relatives aux polymorphismes
faux-sens de la cohorte. Un polymorphisme que nous avons retrouvé dans notre cohorte de
cas pédiatriques n’a pas été étudié in vitro : il s’agit de p.Arg625His. L’acide aminé arginine
est hautement conservé, mais 1’écart physico-chimique entre 1’arginine et I’histidine est faible
(distance de Grantham a 29). Deux sites (Polyphen-2 et SIFT Align Sequences) predisent un
effet délétére de cette substitution, et Align GVGD annonce une altération de la fonction
protéique peu probable. Une analyse in vitro pourrait peut-étre fournir des arguments plus

tangibles quant a I’effet de ce polymorphisme, qui est peu fréquent dans nos deux cohortes.

Le polymorphisme p.Alal033Thr est annoncé comme probablement délétére par trois

|68

sites de prédiction bioinformatique. Cependant, I’article de Tao et al >, qui publie les résultats
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d’une étude in vitro, montre que la sécrétion et 1’activit¢ ADAMTS13 du variant sont

normales.

Pour les autres polymorphismes, il existe une bonne corrélation entre les prédictions

bioinformatiques et les études menées sur les protéines recombinantes correspondantes.

Tableau 16: Polymorphismes non-synonymes de la cohorte de PTT révélés pendant I’enfance

Conservation | Distance de
Polymorphisme de ’acide Grantham Align GVGD PolyPhen-2 SIFT Align
faux-sens aminé de 0a215 Sequences
(et domaines) (8 espéces)
p.Arg7Trp Faiblement 101 CO (toléré) inconnu ?
(peptide signal) conservé
p.GIn448Glu Faiblement 29 CO (toléré) 0 (toléré) 1 (toléré)
(riche en conservé
cystéine)
p.Pro618Ala Hautement 27 C25 0,998 0 (délétere)
(spacer) conservé (probablement (délétere)
toléré)
p.Ala732Val Hautement 64 C65 (délétere) 0,068 (toléré) | O (délétere)
(TSP1-2) conservé
p.Ala900Val Faiblement 64 CO (toléré) 0 (toléré) 0,46
(TSP1-5) conservé (toléré)
p.Alal033Thr Hautement 58 C55 0,712 0 (délétere)
(TSP1-7) conservé (probablement (possiblement
délétere) délétere)
p.Arg625His Hautement 29 C25C25 0,999 0 (délétere)
(spacer) conservé (probablement (délétere)
toléré)
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2. Cohorte de patients avec PTT révélé a I’dge adulte

a) Mutations décrites dans la littérature

Trois mutations ont déja été décrites dans la littérature (Tableau 17). Les mutations
p.Cys758Arg et €.825-10_843del29 ont déja été discutées précédemment. La mutation

6% 68 notamment par la

p.Argl060Trp apparait comme délétére au décours d’études in vitro
baisse significative de la sécrétion d’ADAMTS13. Dans ’article de Tao et al. 2006 8 il est
spécifié que ’activit¢ ADAMTS13 du recombinant contenant p.Argl060Trp est normale dans
des conditions de flux, alors qu’elle est de 35% dans des conditions statiques. La fréquence de
cette mutation dans la cohorte de patients avec un PTT révélé a 1’age adulte est importante,
puisqu’elle est retrouvée chez sept patientes sur dix. L’étude publiée via I’article de Camilleri
et al. 2008 ®, qui avait pour objet le séquencage de 53 patients atteints de PTT & 1’age adulte,
a retrouvé cette méme mutation chez 6 patients, dont trois patientes qui ont déclenché un PTT

a I’occasion de la grossesse.

Tableau 17: Mutations de la cohorte de patients avec PTT révélé a I'age adulte décrites dans la littérature

Etude in vitro
Mutations Domaine
decrites dans la cellules | sécrétion activité Référence
littérature
HelLa 11% Normale en | Tao et al., 2006 °
condition de
flux, 35% en
p.Argl060Trp TSP1-7 condition
statique
HEK?293 | Réduction 100% Camilleri et al.
sévere 2008 ©°
(<5%)
p.Cys758Arg TSP1-3 NR (non NR NR Veyradier et al.
réalisé) 2004 ™
.825-10_843del29 | Métalloprotéase NR NR NR Veyradier et al.
2004
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b) Mutations non décrites dans la littérature

Sept mutations, non décrites dans la littérature, ont été retrouvées dans la cohorte de
patientes atteinte de PTT a 1’age adulte. Il s’agit de deux mutations non-sens, une duplication
d’un nucléotide créant un décalage du cadre de lecture et un codon de terminaison en position
843, et quatre mutations faux-sens. Les mutations non-sens et la duplication sont

probablement délétéres par intervention du NMD (Tableau 18).

Tableau 18: Mutations non-sens et décalage du cadre de lecture non décrites dans la littérature dans la
cohorte de patients avec PTT réveélé a I'age adulte

Mutations Domaines Conséquences probables
p.Glu812X TSP1-4 Codon STOP en position
812
p.GIn1105X TSP1-8 Codon STOP en position | Activation du NMD
1105 et destruction de
€.2455delG TSP1-4 Décalage du cadre de I’ ARN messager
p.Ala819LeufsX24 lecture entrainant un
STOP

Trois substitutions faux-sens non decrites dans la littérature sont situées dans le
domaine métalloprotéase, et une dans le domaine spacer. Deux d’entre elles, p.Val88Leu et
p.Gly236Cys, sont probablement déléteres car les acides aminés valine et glycine sont
hautement conservés, et la prédiction de deux sites sur trois (Polyphen-2 et SIFT Align

Sequences) sont en faveur d’une altération de la fonction protéique (Tableau 19).

En revanche, pour les mutations p.Ala95Pro et p.Ala631Val, bien qu’elles soient
situées dans des domaines fonctionnels importants (métalloprotéase et spacer), un effet
délétere s’avere moins probable. En effet, les deux acides aminés substitués sont modérément
ou peu conservés, la distance de Grantham est faible (27 et 64), et seulement un site
(respectivement Polyphen-2 ou SIFT Align Sequences) annonce un effet possiblement
déelétére pour p.Ala631Val et p.Ala95Pro. Les deux mutations sont situées sur un méme alléle
chez la patiente A6, qui posséde sur 1’autre alleéle la mutation p.Argl060Trp. On peut donc
supposer que ’association des deux mutations fasse apparaitre un effet délétére, et explique,

avec la mutation p.Argl060Trp sur Iautre alléle, le phénotype observé.
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Tableau 19: Variants faux-sens non décrits dans la littérature, dans la cohorte de patients avec PTT révélé a I'age adulte

Mutations non Domaine Conservation de Distance de Align GVGD PolyPhen-2 Sift Align
décrites dans la I’acide aminé | Grantham de 0 a 215 Sequences
littérature (8 especes)
p.Val88Leu | Meétalloprotéase Hautement 32 C25 0,993 (délétére) 0,0 (délétere)
conserveé (probablement
toléré)
p.Ala95Pro Métalloprotéase | Modérément 27 CO (toléré) 0,208 0,15 (limite)
conserveé (possiblement
délétére)
p.Gly236Cys | Métalloprotéase Hautement 159 CO (toléré) 1 (délétere) 0,0 (délétere)
conserve
p.Ala631Val Spacer Faiblement 64 CO (toléré) 0,083 (toléré) 0,10
conserve (probablement

non tolérée)




c) Polymorphismes modulateurs

Deux patientes ont seulement une mutation p.Argl060Trp a 1’état hétérozygote,
associee a de nombreux polymorphismes non-synonymes modulateurs, soit p.Arg7Trp,
p-GInd448Glu, p.Pro618Ala, p.Ala732Val et p.Alal033Thr. Nous ne disposons pas de ’ADN
des parents, donc nous ne savons pas comment sont distribués les polymorphismes et la
mutation sur les alléles. Si les polymorphismes sont sur le méme alléle, une diminution de
Iactivitt ADAMTSI13 aux alentours de 40% (Plaimauer et al. 2006 °%) pourrait peut-étre, en
association avec la mutation sur I’autre all¢le, expliquer le phénotype. Si p.Pro618Ala est sur
un alléle, alors que la mutation p.Arg1060Trp et tous les autres polymorphismes modulateurs
sont sur I’autre all¢le, alors p.Pro618Ala sera encore plus délétére selon Plaimauer et al. 62 Ce

cas de figure a déja été décrit dans la littérature dans Darticle de Camilleri et al. ®

pour deux
patientes qui possédaient chacune la mutation p.Argl060Trp a 1’état hétérozygote, et des
polymorphismes modulateurs (soit p.Arg7Trp et p.Alal033 pour 1'une et p.Arg7Trp,
p.GIn448Glu, pPro618Ala et p.Alal033Thr pour 1’autre). Ces deux patientes avaient une
activit¢ ADAMTSI13 inférieure a 5%, et ont présenté un premier épisode de PTT a I’age

adulte, a I’occasion d’une grossesse.

Le nombre et la fréquence des polymorphismes non-synonymes sont plus importants
dans cette cohorte que dans la précédente. On peut aussi souligner la fréquence importante du
polymorphisme p.Alal033Pro par rapport a la premiére cohorte, qui est toujours associe a la

mutation p.Argl060Thr. Dans [D’article de Camilleri et al. 65

, qui décrit la mutation
p.Argl060Trp, le polymorphisme p.Ala 1033Trp lui est aussi systématiquement associé. Il est
donc possible qu’il existe un déséquilibre de liaison entre les deux variants, ce qui est
vraisemblable étant donné la proximité des deux variants de séquence, et donc de la

probabilité de recombinaison plus faible.

72



B. Relation génotype-phénotype

Les relations génotypes phénotypes sont difficiles a établir dans le PTT héréditaire

pour chaque variant, puisque les patients sont majoritairement hétérozygotes composites.

1. PTT révélés dans I’enfance

Au regard de la premiére cohorte de cas pédiatriques, il existe une relation génotype-
phénotype puisque les mutations observées sont associées avec un phénotype de PTT.
Cependant, les différences de gravité ne sont pas en rapport avec un type de mutation
particulier. Les formes graves avec accident neurologique sont aussi bien associées a des
mutations d’épissage, des mutations non-sens ou faux-sens. Il est aussi important de souligner
que dans la famille P6/A8, le méme génotype est retrouvé chez le frére et la sceur, avec une
histoire clinique différente. En effet, le frére présente un premier épisode néonatal, puis une
poussée a I’age de 5 ans, et nécessitera la mise en place d’un traitement, alors que la sceur, ne
présente qu’une thrombopénie chronique non étiquetée et une premiére « vraie » poussée de
PTT pendant sa premicere grossesse, a 1’age adulte. Cette différence de tableau clinique
malgré un génotype commun a été bien décrite dans le PTT . Par exemple, deux fréres ayant
les deux mémes mutations, ont eu un premier épisode de PTT 'un a 2 ans et ’autre a 21 ans
27, 64 Cependant, I’un a le polymorphisme p.Arg7Trp, et ’autre pas. Comme nous ’avons vu
précédemment, les polymorphismes pourraient jouer un r6le de modulateur, positif ou négatif,
sur ’expression et I’activité de la protéase. Les patients P6 et A8 ont le méme polymorphisme
p. GIn448Glu ; donc ce n’est pas 1’origine de cette différence de phénotype. D’autres facteurs
pourraient intervenir, comme par exemple des polymorphismes au niveau du VWF dans les
domaines A2 et méme CK-D4, qui pourraient moduler la liaison avec ADAMTS13. Il existe
en effet de trés nombreux polymorphismes dans la partie de I’exon 28 du VWF codant pour le

domaineAZ2.
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2. PTT réveélé a I’age adulte

Dans la deuxiéme cohorte, la fréquence de la mutation p.Argl060Trp (TSP1-7) est

65268 ot elle

importante (7 patientes sur 10). Cette mutation a été décrite dans quatre articles
n’est associée qu’a des révélations du PTT a I’age adulte. Elle a été retrouvée a I’état
homozygote chez un seul patient, dans les autres cas elle est retrouvée a 1’état hétérozygote.
Nous avons vu précédemment que cette mutation est associée in vitro a une baisse

significative de la sécrétion de la protéase. Camilleri et al. ®

évoquent un possible
changement structural induit par la mutation, qui pourrait modifier la disponibilité des sites O-
fucosylés situés sur les domaines TSP1, et qui influencent la sécrétion. Par ailleurs, ’activité
ADAMTS13 associée au recombinant muté est normale. On peut donc supposer que
p.Argl060Trp, méme trés peu secrétée, est fonctionnelle, et maintient un clivage du VWF
suffisant pour ne pas déclencher de phénomeénes aigu de PTT, jusqu’a I’événement
déclenchant qu’est la grossesse. Dans Darticle de Camilleri et al. %, trois femmes sur les
quatre qui ont la mutation ont présenté un PTT pendant la grossesse. On sait que le PTT peut
se déclencher apres une infection pendant I’enfance. En ce qui concerne les débuts a 1’age
adulte, la grossesse semble étre un facteur déclenchant important. On peut expliquer ce
phénomeéne par le fait que le VWF augmente progressivement pendant la grossesse,
atteignant son paroxysme au terme, jusqu’a 200-500% de la normale ®. De plus, Iactivité

d’ADAMTS13 baisserait physiologiquement au cours de la grossesse *¢ &

. On peut donc
imaginer qu’un taux d’ADAMTSI13 trés faible peut maintenir un clivage du VWF suffisant
pour ne pas déclencher de phénoméne aigu de PTT pendant ’enfance, mais se trouve
« dépassé » par la hausse de VWF pendant la grossesse. Le taux de VWF revient a la normale

dans la semaine suivant la délivrance.

Il est intéressant de souligner que les patientes possédant p.Argl060Trp n’ont
présenté un PTT qu’a ’occasion de grossesses, alors que les autres patientes possédant
d’autres mutations, Al et A8, ont développé des signes de PTT en dehors des grossesses. En
effet, Al a présenté une poussées de PTT a I’occasion d’une cholécystite, puis a fait un AVC,
et avait une hémolyse chronique entre les poussées. Quant a A8, elle présentait une

thrombopeénie chronique avant de declencher un épisode de PTT pendant la grossesse.

La mutation p.Argl060Trp, recensée jusqu’a présent chez des sujets caucasiens,

semble étre issue d’Europe du Nord. Ainsi, Iarticle de Fujimura et al. ®°, qui présente les
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résultats du séquengage d’ADAMTSI13 chez 9 patientes japonaises atteintes de PTT pendant
la grossesse ne retrouve pas la mutation p.Arg1060Trp. Cet article décrit quatre femmes, dont
deux sceurs, qui ont manifesté un premier épisode de PTT au cours de leur premiére
grossesse, au Japon. Elles sont toutes hétérozygotes composites pour des mutations
différentes, faux-sens, non-sens ou produisant un décalage du cadre de lecture. Par
conséquent, le déclenchement du PTT au cours de la grossesse n’est pas 1’apanage de la
mutation p.Argl060Trp, mais est associé également a d’autres mutations. Par ailleurs,
p.Argl060Trp n’est pas exclusivement observée lors de grossesse chez des femmes,
puisqu’elle a été retrouvée, associée & une autre mutation, chez un homme qui a presenté un
PTT de début a ’age adulte, avec plusieurs poussées ayant nécessité des traitements par

échanges plasmatiques .

C. Comment expliquer le tableau clinique des patients qui
ne présentent qu’une seule mutation hétérozygote ou

aucune mutation.

Trois patients ne possédent qu’une seule mutation a 1’état hétérozygote (P14, A4 et
A9), et une patiente (A5) ne présente aucune mutation localisée dans les 29 exons ni dans les
jonctions exons-introns du géne ADAMTS13. Comment expliquer le phénotype de PTT
observé chez ces patients ?

1. La patiente A5

a) Grand réarrangement : délétion

La patiente A5 a présenté un premier épisode de PTT pendant sa premiére grossesse.
Le dosage de l’activit¢ ADAMTS13 se révele indétectable, la recherche d’anticorps ant-
ADAMTS13 est négative. Les antécédents de la famille de A5 sont compatibles avec un
syndrome d’Upshaw-Schulman, puisque deux fréres jumeaux de la patiente sont décédes en
période néonatale dans un contexte d’ictére néonatal (Figure 21). La mere de la patiente a une

activitét ADAMTS13 a 34% compatible avec une mutation hétérozygote, et elle rapporte une
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fausse-couche spontanée précoce et une mort feetale in utero a 24SA. Le pére a une activité
ADAMTS13 a 59%. Chez cette patiente, le séquencage réalisé n’a révélé aucune mutation.
Tous les polymorphismes, dont les polymorphismes non synonymes p.Arg7Trp,

p.GIn448Glu, p.Pro618Ala et p.Ala732Val, sont retrouvés a 1’état homozygote.

Famille A5
Act Act
ADAMTS13=59% Q ADAMTS13=34%
AN
Jumeaux nés a 32SA  MFIU 24 SA MFIU 24 SA A5
ictere néonatal +++ Act ADAMTS13<5%

p.Arg7Trp hmz
p.GIn448GIu hmz
p.Pro618Ala hmz
p.Ala732Val hmz

Figure 21: Arbre généalogique de la famille de la patiente A5
B Patient atteints de PTT [“] Apparentés dont nous ne disposons pas de ’ADN

(mutations, polymorphismes non synonymes)

Tout d’abord, il pourrait exister des grands réarrangements au niveau du geéne
ADAMTSI3, tels des délétions de tout ou d’une partie du gene. Une délétion d’un allele
pourrait étre masquée lors du séquengage par 1’existence d’un second alléle normal, le seul
indice étant le caractére homozygote systématique des polymorphismes correspondant a la
région délétée. Or, la patiente A5 présente ces caractéristiques puisque tous les
polymorphismes, silencieux ou non-synonymes des régions séquencées, sont homozygotes. Il
nous faudra donc déterminer s’il existe une délétion du gene ADAMTSI13 ou d’une partie du
gene. Des PCR quantitatives sur différentes régions du géne pourront mettre en évidence les
régions présentes en deux copies et celles présentes en une seule copie, signant une délétion.

L’existence de délétions ou duplications au niveau du géne ADAMTSI13 n’a pas été décrite
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pour I’instant dans la littérature, mais est toutefois possible. En effet, il existe au sein du gene
de «grands » introns, qui sont plus fréquemment siége de grands remaniements au sein du

génome.

Au sujet de la patiente A5, si en effet il existe une délétion d’un all¢le, alors 1’autre,
dépourvu de mutation, est siege de polymorphismes non-synonymes (p.Arg7Trp,
p-GIn448Glu, p.Pro618Ala et p.Ala732Val). Donc, 1’association de ces polymorphismes,
conduisant a une baisse d’activité de la protéase, et la délétion de 1’autre all¢le, pourrait

engendrer la baisse d’activit¢ ADAMTS13 observée.

b) Isodisomie parentale du chromosome 9

En ce qui concerne la patiente A5, la seconde hypothése que nous pouvons évoquer est
une disomie uniparentale (plus précisément une isodisomie). Il s’agit de la présence de deux
chromosomes d’une méme paire issue d’'un méme parent, 1’isodisomie correspondant a la
présence de deux copies du méme chromosome, et 1’hétérodisomie a la présence de copies de
deux chromosomes différents. Les mécanismes invoqués pour expliquer la disomie
uniparentale sont la réduction de trisomie dans un zygote, la duplication d’un chromosome
dans un zygote monosomique, et la fécondation d’un gameéte disomique pour une paire
chromosomique par un gamete nullosomique pour cette méme paire chromosomique. Ce
phénomeéne est trés rare, cependant plusieurs cas, impliquant le chromosome 9, ont été
rapportés dans la littérature. Une isodisomie maternelle complete du chromosome 9 a déja été
décrite en 2010, chez une patiente atteinte d’hypothyroidie congénitale, porteuse d’une

8 Une disomie maternelle

mutation homozygote du géne FOXE1l (Forkhead box E1)
partielle du chromosome 9 a été également rapportée dans le cas d’un syndrome de Leigh, une
encéphalopathie nécrosante subaigué ®. Des cas de disomie uniparentale ont également été
décrits chez des patients atteints de CHH (Cartilage-Hair Hypoplasia), dont le géne
responsable est localisé en 9p13 *°. Dans le cas de la patiente A5, une isodisomie aboutirait a
une homozygotie des polymorphismes observés et a deux alleéles exprimant une protéase
moins fonctionnelle par rapport a la normale, ce qui pourrait peut-étre, a 1’occasion d’une

grossesse, faire apparaitre le phenotype.
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2. Les patientes A4 et A9

La patiente A9 a présenté une poussée de PTT lors de sa premiére grossesse. L’activité
ADAMTS13 est inférieure a 5% sur plusieurs prélévements survenant aprés 1’épisode aigu, et
la recherche d’anticorps anti-ADAMTS13 est négative. La patiente A4 a présenté des
¢épisodes de PTT a I’occasion de ces deux grossesses. L’activité ADAMTS13 avait été
mesurée a 15% sur un prélévement réalisé pendant la deuxieme grossesse, puis inférieure a
10% sur des prélevements ultérieurs. La recherche d’anticorps anti-ADAMTS13 est
¢galement négative. Ces deux patientes présentent la méme mutation p.Argl060Trp a 1’état
hétérozygote, ainsi que plusieurs polymorphismes : p.Arg7Trp, p.GIn448Glu, p.Pro618Ala,
p.Ala732Val et p.Alal033Val.

L’hypothese principale réside dans 1’effet délétere des polymorphismes, qui pourrait,
associé a une mutation, aboutir & une perte de fonction de la protéine. Comme nous 1’avons
évoqué précédemment, il est possible que 1’haplotype p.Arg7Trp, p.GIn448Glu, p.Pro618Ala,
p-Ala732Val, soit associé a une baisse d’activité de 40%. Si la mutation p.Argl060Trp,
associée a p.Alal033Val, est sur I'autre alléle, alors il est envisageable que la fonction
protéique soit altérée. Pour statuer sur la distribution des polymorphismes sur les alléles
paternels et maternels, il faudrait étudier le gene ADAMTS13 des parents, dont nous ne
disposons pas ’ADN a ce jour. Des cas similaires ont déja été décrits dans I’article de

Camilleri et al. ®°

(cf p.74 ). En outre, I’existence d’une délétion est théoriquement possible,
d’autant qu’il existe aussi des polymorphismes présents a 1’état homozygote dans certains

exons. Il faudra donc éliminer une délétion emportant quelques exons chez ces deux patientes.

3. Le patient P14

Le patient P14 est un enfant d’origine turque, de parents non consanguins, qui a
présenté un ictére néonatal, puis une seconde poussée de PTT a I’age de 10 mois. La survenue
de poussées itératives a nécessité la mise en place d’une plasmathérapie prophylactique tous
les 15 jours. Il n’a, a priori, pas souffert de troubles neurologiques ou rénaux. Nous avons
retrouvé chez ce patient une substitution faux-sens hétérozygote p.Argl219Trp, et un
polymorphisme hétérozygote p.Ala900Val.
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a) Anomalies dans des séquences non codantes

(1) Région 5°UTR

Il est possible qu’une anomalie dans la région 5’UTR (untranslated region) non
séquencée soit a ’origine d’une diminution d’expression de la protéase. En effet, une
mutation au niveau de la région 5’UTR survenant au niveau d’un site de liaison d’un facteur
transcriptionnel pourrait inhiber voir abolir la trancription. Une mutation de la région
promotrice pourrait modifier sa structure secondaire, pouvant ainsi influencer la régulation de
la transcription. Une partie de I’extrémité 5’UTR a été séquencée avec 1’exon 1, cependant un
séquencage exhaustif pourrait étre intéressant. En effet plusieurs facteurs de transcription
pourraient se fixer en amont de la région séquencée (GATA-1, E2F, MZF1, AP-1, p300, AhR,
c-Ets) selon le logiciel TFSearch (http://www.cbrc.jp/research/db/TESEARCH.html).

(2) Les introns

Des mutations au niveau intronique hors des régions séquencgées pourraient étre
responsables d’anomalies d’épissage. En effet, une mutation intronique peut créer un site
cryptique d’épissage, en faisant apparaitre un site accepteur ou donneur d’épissage, et
allonger la phase codante. Un séquengage de 1’ensemble des introns pourrait donc étre

envisagé afin de rechercher de telles anomalies.

(3) Régions régulatrices a distance

Il existe des régions régulatrices influencant la transcription des génes de maniére
positive ou négative. Ces régions « enhancer » ou « silencer » peuvent étre situées a plusieurs
centaines ou milliers de paires de base en 5’ ou en 3’ du gene. De telles régions ont été
identifiées par exemple en 5° du géne SHOX (short stature homeobox gene), et impliquées
dans la survenue de la dyschondrostéose **. La recherche de mutations affectant ces régions,
inconnues pour I’instant dans le cas du gene ADAMTS13 nécessiterait un séquengage massif

autour de la région 9p34.
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b) Polymorphismes du VWF

Une derniére hypothese pour expliquer le phénotype de PTT chez le patient P14, est la
présence de variants ou de polymorphismes du VWF, dans des régions qui interagissent avec
ADAMTS13, comme par exemple le domaine A2 et les domaines D4-CK. Il pourrait s’agir
de variants non délétéres pour le fonctionnement du VWF dans 1’hémostase primaire, mais

qui moduleraient la liaison entre les deux molécules.
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VI. CONCLUSION

Le syndrome d’Upshaw-Schulman est une pathologie génétique autosomique
récessive rare, engageant le pronostic vital, dont le mécanisme physiopathologique n’a été
élucidé que trés récemment. Des mutations hétérozygotes composites ou homozygotes du
gene ADAMTS13, codant une protéase qui clive les mégamultimeres du VWF, ont été
impliquées dans la survenue de la maladie.

Le séquencage du gene ADAMTS13 dans deux cohortes de patients atteints de PTT,
qui diffeérent par I’age de début de la pathologie, nous a permis de confirmer le diagnostic de
syndrome d’Upshaw-Schulman pour la grande majorité des patients. Nous avons mis en
évidence 25 mutations jusqu’a présent non décrites dans la littérature internationale. Des
é¢tudes fonctionnelles pourraient confirmer I’effet délétére des substitutions faux-sens
retrouvées dans nos deux cohortes. Par ailleurs, cette étude nous a fourni des arguments
supplémentaires en faveur du réle modulateur des polymorphismes non synonymes sur la
sécrétion et la fonction de la protéase, et de la nécessité de les considérer dans I’interprétation
du séquencage. Nous avons pu également confirmer 1’association forte de la mutation
p-Argl060Trp avec un début de la pathologie a I’age adulte, comme cela est décrit dans la
littérature. 1l serait intéressant de confirmer la fréquence importante de la mutation
p.Arg1060Trp sur une plus grande cohorte de patients. Cette étude souligne aussi le fait que
la grossesse est un facteur déclenchant majeur de PTT et peut mimer une pré-éclampsie grave
ou un HELLP-syndrome.

Nous avons soulevé des hypothéses concernant I’absence de mutations dans les
régions séquencées pour plusieurs patients, dont certaines devront étre investiguées. Cela
permettra peut-étre de découvrir d’autres mécanismes moléculaires responsables du
phénotype de PTT héréditaire, comme par exemple un grand réarrangement, ce qui n’a pour

I’instant jamais été décrit dans la littérature.
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Titre du Mémoire/These : Recherche de mutations du géne ADAMTS13 dans deux cohortes
de patients suspects de syndrome d’Upshaw-Schulman

Résumé du Mémoire/These :

Le syndrome d’Upshaw-Schulman ou purpura thrombotique
thrombocytopénique héréditaire  (PTT) est une pathologie géneétique
autosomique récessive rare, engageant le pronostic vital, dont le mécanisme
physiopathologique réside dans 1’altération constitutionnelle de la protéase du
facteur de von Willebrand, ADAMTS13 (a desintegrin and metalloproteinase
with thrombospondin type 1 repeats). Des mutations hétérozygotes composites
ou homozygotes du gene ADAMTS13 ont été impliquées dans la survenue de la
maladie. Ce mémoire expose les résultats du séquencage des régions codantes
du gene ADAMTSI3 chez 35 patients suspects de syndrome d’Upschaw-
Schulman, répartis en deux cohortes distinctes, qui différent par I’age du début
de la pathologie. Nous avons mis en évidence 25 mutations non décrites dans la
littérature internationale, et souligné les effets fonctionnels fins de certains
modulateurs de I’activit¢ ADAMTS13.
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