Microangiopathies thrombotiques:
De la physiopathologie aux th érapeutiques cibl ees

[ ] ( \ 4
O & Paul Coppo
OQ {_ paul.coppo@sat.aphp.fr
- P
) @ @ D @ Département d '"Hématologie - Hopital Saint -Antoine
B’ AP-HP et Universit é Pierre & Marie Curie

Centre de Référence des Microangiopathies Thrombotiques

Journ ées de |'Association des Internes en H ématologie - Lille — 23 au 25 septembre 2011



MICROANGIOPATHIES THROMBOTIQUES

e Anémie hémolytique m écanique (<12 a13g/dL)
eThrombopénie périphérique (< 150x109/L)
eDefaillances d’organe de sevérité variable

PTT SHU Autres entités
o Y - HELLP Sd
e Héréditaires e Post -diarrh eique - CAPS
° Acquis e Atypique - HTA malignes
i 2-4 cas / million hab / - Gancers
Seconda"'es -4 Cas / miion nab /an - Greffes

« idiopathiques »

4 cas / million hab /an



Physiopathologie

du PTT



PTT : DESCRIPTION INITIALE

E. Moschcowitz, 1924

HYALINE THROMBOSIS OF THE TERMINAL AR-

TERIOLES AND CAPTLLARIES: A HITHERTO e Jeune fille de 16 ans

UNDESCRIBED DISEASE *

ELI MOSCHCOWITZ, M.D.

The histary of this case is as follows: | e Fievre, troubles neurologiques

A girl aged sixteen with an uneventful previous history and in a state
of perfect health was suddenly attacked with a high fever (103” to 104° F.).
The only complaint was pain in the arms. Even in the first days of her ill-

. 4 - 7 .
e Hinsas: mhero she pemsindd 010 e Anémie, syndrome hémorragique

* Presented January 10, 1924.

Insuffisance rénale

AN ACUTE FEBRILE PLEIOCHROMIC ANEMIA WITH
HYALINE THROMBOSIS OF THE TERMINAL
ARTERIOLES AND CAPILLARIES

e Défaillance cardiaque

ELI MOSCHCOWITZ, MD.
NEW YORK

This case is remarkable, clinically and anatomically. ® DéCéS au bo Ut de 2 Semaines

REPORT OF CASE

History—K. Z., a girl, aged 16 years, was an clementary school graduate,
had gone to business school, and had been emploved for eight months pre-

gediam tho dloessy These mem thres: pibe gl bno wymes gl gre Thrombi au niveau des artérioles
and poverty was not extreme. She had spent September 4 and 3 at Rockaway . . . .,
et capillaires de la majorité des organes

Vinaya et al.,
Bombay Hosp J 2008
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PTT et ADAMTS13

Zheng et al, J Biol Chem 2001 - Fujikawa et al, Blood 200 1- Gerritsen et al, Blood 2001- Levy et al, Nature 2001
o Glycoprot éine monocha ine de 150/190 kDa (1427 aa)

e Métalloprot éase, famille ADAMTS : ADAMTS13

- il T F

PS domaine domaine TSP-1 domaine SPACER TSP-1 2 domaines
Propeptide catalytique type riche en Cys domaines CUB
(sites de liaison désintégrine (RGDS)

avec Ca?*/Zn?)

e Gene: chromosome 9q34

° Synth ese hépatigue et endoth éliale

e Concentration plasmatique =1 pg/ml. Demi -vie = 3 jours

74 N

Mutations (forme cong énitale) Autoanticorps (forme acquise)



APPORT des MOD ELES ANIMAUX

Motto et al, J Clin Invest 2005
Délétion du g ene d’ADAMTS13 chez la souris C57BL/6 et 129X1/SV:

me—— >  pas de ph énotype, souris viables

e o —

Introduction de la mutationd 'ADAMTS13 dans le fond g énétigue CASA/ RK:

;,E: Yog & e " ou, (FW x5 & x10)
: © ,00 o
o E

o0 o 2°°0 o ® Souris viables, mais survie diminu  ée
® Thrombop énie : 4 % (g énération 1) a 21 % (génération 2), an émie

® Microthrombi riches en FW, multim eres de FW de THPM
o/ Durée d’interaction endoth élium/plaquettes, AHaille thrombus

® Stx IV : thrombop énie s évere, anémie h émolytigue m écanique




APPORT des MOD ELES ANIMAUX

Feys et al., Blood 2010
Modéle de PTT acquis chez le primate non humain: ré6  le majeur des I'immunité humorale

_ 2 injections
Antllcorps monoclonaux : (600 pg/kg) / jour
anti-ADAMTS13 (3H9) 2 jours

(Domaine metalloprotéase)
Versus 5C11 6 babouins (3H9)

Souris Balb/c (AcMo anti-ADAMTS13 non inhibiteurs) 5 babouins (5C11)

1

ADAMTS13 % ﬁ

HilREY HEANT (ERT] LLME SPLEEN

Injection prolongée (12 jours) & ,, o~ 2 4 ﬁ:ﬁf?;"il PuUTe {_%:gih;‘m =" Thrombopénie
g Eﬁ?uun'“nnn -far ?i- F

A SLE X ..;‘ 4452 7 au cours des 24h

4

Souffrance myocardique

1 e T -
= "!,_... — ¥ . '_'_! A
e Troponine T & J6 siothay i ot Al SR 20
) . = i Wl el e il Tl e - ;tu l
(réversible) Euthanasie a 4 jours

.:‘:::jn“'”ﬁ-u,;n'gh ‘:1;{.; Anémie hémolytique
' ~ au bout de 24h




Genes de susceptibilité a 'autoimmunité dans le PTT a

cquis

Fréquence habituelle de I'allele:
13.5% to 24.5%,

4 %

Asie Afrique noire

lles du Pacifique

http://www.allelefrequencies.net

Incidence de l'alléle DRB1*11.:
(appariement /ethnie)

Caucasiens vs T émoins:

68% Vs 22%, p=10-7

OR=7.8, CI9%5% =3.1-19.9

Allele | Acquired TTP Controls TMA control group | n*(1) | p*@) | p*(3)
DRB1 n (%) n (%) n (%)

%01 10 (17) 23 (35) 8 (23) 0.28 6.7 255
%03 6 (10) 11 (17) 6 (17) 3.8 45 12.7
%04 5 (8) 21 (32) 9 (26) 0016 | 03 | 64
%07 12 (20) 14 (22) 9 (26) 122 7.6 8.27
%08 3 (5) 3 (5) 5 (14) 1256 1.7 1.16
%09 3 (5 1 (2 1 (3 37 8.4 85
*10 5 (8) 76 1 (3 2.7 3.9 123
il 35 (59) 14 (22) 7 (20) 0.0002 [ 0.003| 11.1
*12 4 (7) 2 (3) 2 (6) 4.7 117 6.7
*13 10 (17) 1 (17) 7 (20) 14 10 9.1
*14 2 3 3 (5) 2 (6) 102 8.2 105
*15 13 (22) 13 (20) 9 (26) 11 9.5 6.6
DOQB1

S 46 (77) 92 (54) 18 (46) 0.006 | 0.0o08 | 2.86

CNR-MAT, J Thromb Haemost 2010




Le PTT acquis: consequence d’'une immunité anti-infec  tieuse efficace ?

Dubaniewicz et al., 2005

) ) ] Osafo-Addo et al., 2008
- Protection vis-a-vis de la tuberculose Renou et al.. 2002

- Meilleure clairance du virus de I'hépatite C Harris et al. 2008
Singh et al., 2007

HLA DRB1*11, DQB1*03

HLA DRB1*04

- Risque accru de tuberculose
- Risque accru de paludisme séveére

Le bacille de la tuberculose et le plasmodium
existent depuis au moins 3 millions d’années en

Afrique de I'Est La tuberculose dans le monde en 2006 Le paludisme dans le monde -
Légende : jusgu’au 19¢ siecle I:l
Taux pour 160 000 habitants

= % Plus de 300 cas

Maladies infectieuses ayant ~ I'age de 'lhumanité * #1004 300 cas
# 50599 cas

L 25449 cas
& 10 8 24 cas
® Y0&9cas
Co-évolution ==—> Immunité anti-TB, palu, VHC efficace
Contraintes immunité anti-infectieuse / tolérance du SOI



Le PTT : une rupture de | 'hom éostasie vasculaire

Facteur Willebrand

Lésion / activation

: AR endoth éliale
PAI-1 LPS, endotoxines, Fas-L, TNFaq, IL1, IL6...
| PG-I2
Tyr842 A
Adh ésion
A |

ADAMTS13

~Select \s Endothellum
CD36 2 [\ — s




Conditions physigues dans la microcirculation

Microcirculation normale

5001 /sec —— 200 km/h
Hauteur: 140 m

—> @5 dyn /cmD




Physiopathologie

du SHU



SHU atypique et ANOMALIES du COMPLEMENT

Voie classique Voie alterne
>— C3b~——C3
Cl CD46/MCP (%) ﬁ | Thrombomoduline W
G ¢ S
>— CZ\ TFacteur | (14%)
C4\ / F—Facteur H (~30%_
C4b2a C3bBb CFHR1
Voie exog ene \, / CFHR3
C3 |9%)
C3b

F|br|ne
+ Plaquettes Facteur tissulaire l




Pronostic

ESAF and Death
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raitement des microangiopathies thrombotiques:

une histoire en 4 temps



Temps 1: le rOle du plasma

1924 . premier cas rapport e de PTT

efficacit é des transfusions eérythrocytaires

Moschcowitz et al., 1924

1959 . efficacit & des échanges de sang total.

Rubenstein et al., 1959

1977 . échanges transfusionnels sans plasma inefficaces; le
plasma seul reste efficace

Byrnes etal., 1977

sl Déficit en un composant du plasma



Modalit és de la plasmath érapie

Comparaison entre perfusions de plasma et echanges plasmatiques

Etude Nb patients Vol. plasma Réponse Déces Rechute  complications
plasma EP plasma EP plasma EP p plasma EP plasma EP

Mineures

Rock et coll., 51 51 15  45-60 25 40 (0.002) 19 11 2 10  saignement
g
1991 (8)
Novitzk t coll 45-60, Mineures (5)
y etcoll, 10 9 259 s 25 5 5 (NS) 4 4 2 2

1994 Surcharge (5)
Surcharge (8)

Coppo et coll., 19 18 27.5 32 16 16 (NS) 4 3 3 3 protsinuie ®)

2003 Cathéter (3)

Efficacité des EP : liée a I'épuration d’'une substance toxique du plasma et/ou liée a
I'importance des volumes de plasma (permettent d’apporter ADAMTS13 exog  éene) ?




Traitement du P

' résultats actuels

Avec le traitement standard :

‘Rémission ~ 85% CNR - MAT, Br J Haematol 2006
eDéces 10-20%

*Rechutes 20-30%
Réeévolutivité : ~ 50% des patients :
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TABLE 2. Major complications of PE treatment in patients with clinically

suspected TTP-HUS®
Curant  Total numbar
sudy ol patients
2002-p005  1805-2005
Camplicatians (n=57) [n=208)
Csthatar-ralated complicsfions
Ceath 2 5
Pulmanary hemarrhage and prieumathaas 1 3
Systemic infaction 1 7
Nonfaial complications 12 53
Systamic infectian B 24
Dacumentad bacleramia ) 24
Suspected bacteramiat 1 A
Fungamiz ] 2
Thrombosis “ 20
Catheter abstructions 3 1§
Venous thrombosis requiring eystamic anficoagulation 1 b
Pulmanary hemarrhage i 7
Retroparitonaal hemarhags ] 1
Fercardial Emponads i 1
Prneumatharmxg ] 1
Plzsma-ralated complications [nane were 2ial)
Hypatansion raquiring dopamina 3 7
Anaphylaxis with cardizc amast i 1
Serum sickness a 2
Hypaxial| 1 5
Yamiting] ] 1

Howard et al., Transfusion 2006




Temps 2: les traitements

iImmunomodulateurs

PTT réfractaire: 14 cas

- thrombopénie > 7 jours d’EP

- ou aggravation clinigue malgré TTT standard

Scully et al., Br J Haematol 2006

PTT récidivant; 11 cas

- > 1 épisode a > 6mois

Atteinte 12/2 Atteinte 712

neurologique/Cardiaque neurologique/Cardiaque

Hémoglobine (g/dl) 6,8 (5,1-9,6) Hémoglobine (g/dl) 10,1 (7-14,1)

Plaquettes (x10 9/L) 13 (5-33) Plaquettes (x10 /L) 17 (3-70)

LDH (UI/L) 1750 LDH (UI/L) 1255
(679-2832) (411-2316)

Activité dADAMTS13

< 5% (12/14)
12% (1/14)

Activité dADAMTS13

< 5% (9/11)
11 et 23% (2/11)

Inhibiteur ou Ac
anti-ADAMTS13

13/14

Inhibiteur ou Ac
anti-ADAMTS13

11/11

ADAMTS13 > 4 Rituximab

90% (29-109%)

ADAMTS13 > 4 Rituximab

75% (68-94%) (8)
<50% (3)

Inhibiteur/Ac > 4 Rituximab

0/1 significative

Inhibiteur/Ac > 4 Rituximab

0/ significative




Interét du rituximab dans le PTT en réponse subopti

male

Début du traitement
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Traitement standard
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% Dosage ADAMTS13 et Ac

Mesure des lymphocytes B périphériques

www.clinicaltrials.org



Réponse au traitement

Proportion

—————— Groupe R+
— Groupe R-
P=0.03
sl K\_Hﬁ 23%
I -
o | | .
o T T T T T T T 1
20 | 40 60 80 100 120 140 1

160

Temps (jours)

300
= 2501  Cyclophosphamide
e Splénectomie ?
% 200 - ‘N-acetylcystéine ?
3150 | g
x
§ 100 - rituximab
: D]
3 50 -
'_

0
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Temps

Délai moyen de normalisation des plaquettes

apres 1° rituximab : 12+6,7 jours

R+ R- P
(N=21) (N=53)
Administration de corticoides 15 (71%) 42 (79%) 0.68
Normalisation des plaquettesa J35 (%) 21 (100%) 41 (77%) <0.02
Volume moyen de plasma (mL/kg) 891+401 999+583 0.67




Activitét ADAMTS13 etd éplétion lympho ide B

Activité ADAMTS13 (%)

180+

Anticorps Anti-ADAMTS13
(U/ml)
(o)
(=)

150+

120

40 -

30 -

20 -

10 A

Lymphocytes B circulants (%)

0 | T/ 1 | /T | | |
5> O O
0 3 6 9 12 Mois NI NS S AP IR SN R
Délai apres administration du rituximab
m Groupe R+
O Groupe R-
P=0.64 ﬂ
1
0.003
r P=0.007 P=0.04 P=0.31 . . . .
1 — r Rechute a la reconstitution immunitaire
Prévention des rechutes durant 12 a 18 mois
0 3 6 9 12 Mois

Froissart et al., Crit Care Med 2011



Rituximab dans le PTT acquis au diagnostic |.

Essai de phase 2 — 40 patients

Rituximab 375 mg/m 2/sem x4, au cours des 3 jours suivant 'admission +

VS groupe historigue
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Lymphocytes B sur 12 moi s

Scully et al.,

Trmabs B emoaie

Blood 2011




Rituximab dans le PTT acquis au diagnostic |l.

= CATEGORY=TRIAL _
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Felapse-frae survival (Manths)

Absence de rechute durant ~ 18 mois

Le rituximab ne prévient pas les rechutes along ter  me (> 18 mois)
Scully et al., Blood 2011



Points a retenir

Le rituximab dans le PTT :

1. Permet de prévenir les réponses lentes ( > 1 mois)

2. N'est pas efficace imm eédiatement (délai de ~ 15 jours)

3. Ne prévient pas systématiguement les rechutes ta  rdives
(a la reconstitution lymphocytaire B) (> 1 an)



Questions en suspens

- Dose de rituximab nécessaire et suffisante ?

\ Adaptation des injections de rituximab en fonction du taux résiduel de lymphocytes B

- Etude de la repopulation lymphocytaire B aprés rit uximab ?

\’ Lymphocytes B CD19*/CD5* précoces

Lymphocytes B CD27+ mémoires

> FEtyde PTTRITUX2

www.clinicaltrials.org

- Intérét d’un traitement préemptif par rituximab ?



Traitement préemptif par rituximab |.

® 22 patients traités par rituximab de facon préempti  ve

Médiane de 2 [1-14] épisodes de PTT avant traitemen t par rituximab

Traitements préalables: - Vincristine
- Splénectomie
4 patients (18%) : > 1 cycle de rituximab: 4 cycles(lcas)al,dans-3,4ans-5ans—-6,5ans
3 cycles (1 cas) al,3ans -5 ans -6 ans puis CPM

2cycles(2cas)alan-2,7 ans
a25ans-4,2ans

!

Soit souvent ~ tous les 18 mois



Traitement préemptif par rituximab 1I.

18 patients (82%) : 1 cycle de rituximab unique

8 patients: déficit modéré
12% < < 50% ADAMTS13

18 épisodes: 4 perfusions

2
11 épisodes: 1 a 3 perfusions l/sem, 375 mg/m

ADAMTS13: 81% [0% — 113%] a 2 ans du traitement [6,3 mois — 4,4 ans]

- _ _ Aucune rechute+++
Suivi median: 3,5 ans [3 mois — 7,5 ans]

Splénectomie

® 6 patients ayant un déficit sévére acquis sanstrai  tement préemptif: 3/6 rechutes —» Rituximab
Déces (rechute)

Le traitement préemptif par rituximab diminue l'inc idence des rechutes (0% R+ versus 50% R-)



Traitement préemptif par rituximab |lI.

13 (U:mL)

Activité ADAMTS13 (%) — Titre d’anticorps anti-ADAMTS

PTT il RIx RTX RTX —&— ADAMTS13
1 l l l l .......... o A At ADAMTSLS
a Lymphocytes B
100+ - 20
90
O
80- o o )
70 <
E;
o
” ; =" -10 3
50- ' @
A 5
40~ .- ___ A =
30 ;/ |aemomo P af \ e
20 )
&0
104
04 | . -

T I I I I
1 an 2 ans 3 ans 4 ans 5 ans 6 ans 7 ans

Combien de patients nécessitent des perfusions prée mptives au long cours ?
Tachyphylaxie ? Complications infectieuses ?



Temps 3: adaptation du traitement selon les facteur s de risque

248 patients

PTT idiopathiques (ADAMTS13 < 10%; anticorps +)

Registre CNR-MAT; 1998 a 2009; 27 déces précoces (30

Déces a 30 jours (%)

Z-value P-value
Age 4.12 < 0.00001
Atteinte cérébrale 2.5 0.01
Confusion 2.54 0.01
Convulsion 1.91 0.05
Troubles de la 2.0 0.04
conscience
Insuffisance rénale 3.32 < 0.001
Réticulocytes -1.85 0.06
LDH 2.3 0.02

jours) et 221 survivants (~ 90 %)

<30 30-40 40-50 50-60 60-70 >70



L’age: un facteur de risque de d éces

>60 ans (N=35) | <60 ans (N=213) P-value
Confusion 37,1% 12,2% 0,001
Convulsion 14,2% 4, 7% 0,03
Trouble comportement 17,1% 5,6% 0,01
Déficit focal 37,1% 20,7% 0,03

HTA 54% 6,6% < 0,0001
Diabete 20% 4,2% 0,003
Cardiopathie 17% 3,7% 0,001
Réticulocytes (x1o9/L) 128 169 0,04
Créatinine (umoli) 125 89 0,002

FRCV plus nombreux
Sénescence vasculaire
Modifications de I'endothélium




Les th érapies ciblées dans les MAT :

Un nouveau paradigme th érapeutiqgue



Temps 4: 'avenement des th érapeutiques ciblées

/ ADAMTS13

ADAMTS13 gene defects in two brothers with constitutional
thrombotic thrombocytopenic purpura and normalization

of von Willebrand factor-cleaving protease activity
by recombinant human ADAMTS13

British Journal of Haematology, 2003, 120, 821-824

GERHARD ANTOINE,! KLAUS ZIMMERMANN,' BARBARA PLAIMAUER,! MONIKA GRILLOWITZER,”
Jan-Dirk STUDT,” BERNHARD LAMMLE® AND FRIEDRICH SCHEIFLINGER' 'Baxter BioScience, Biomedical
Research Centre, Austria, and >Central Haematology Laboratory, University Hospital, Inselspital Bern, Switzerland

Traitement futur: ADAMTS13 recombinante + rituximab
+ plasmaphéreses = corticoides



Eculizumab dans le SHU atypique: premiers resultats

Deux essais présentés au congres de ’ASN 2010 :

» 17 SHU EP résistants: réponse complete dans 65% de s cas et plus d’événements dans 80%
des cas, 5/7 arrétent la dialyse

» 20 SHU EP dépendants: sans évenement dans 87% des cas

Eculizumab: 900 mg IVL (35’) (induction) puis 1 x/s em 4 sem puis 1400 mg 1x/ 15

SHUa post-greffe: 6/6 succes ::> Intérét dans la prévention de la récidive ?

L’inhibition du complément (CH50) est immeédiate, dé s la premiere perfusion

L’éculizumab semble gommer la valeur pronostique des anomalies génétiques

Remontée précoce des plaquettes: facteur prédictif de rémission



Conclusion — Perspectives: Traitement des MAT en 201 1

MAT diagnostiquée = traitement en urgence +++

ﬂ + folates

EP 60 ml/kg plasma quotidiens+++  ;Reanmaton

+ Steroides

ﬂ Tsf plaquettes = 0

% Réponse %&
Normalisation plaguettes Absente ou insuffisante
et créatinine > 2 jours vers J5
Décroissance progressive PTTZ_ SHU:
des EP puis arrét Rituximab Eculizumab
SpIX - Endoxan




Conclusion — Perspectives: Traitement des MAT en 201 1

Ameélioration remarquable du pronostic des MAT (90% mortalité B> < 10%)

Les MAT ont bénéficié de 'avenement des thérapeutiq  ues ciblées+++
Les registres et les travaux nationaux ont permis d e préciser la cliniqgue et le pronostic
Classification « physiopathologique » des MAT, adaptée aux conséguences thérapeutiques

QMAT%

Déficit en ADAMTS13 ADAMTS13 détectable (cibler les malades)

g g

EP + Rituximab EP + Eculizumab
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