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de documents scientifiques de niveau recherche, publiés ou non, émanant des établissements d'enseignement et de recherche français ou étrangers, des laboratoires publics ou privés.

Introduction :

Le purpura thrombopénique immunologique (PTI) est une maladie hémorragique acquise définie par la présence d'une thrombopénie (plaquettes < 100 G/L) due à la présence d'autoanticorps anti-plaquettes . Il est primaire dans 80 % des cas et dans 70 % des cas chez l'adulte le PTI évolue vers la chronicité (absence de guérison spontanée à 12 mois) . Il n'existe à ce jour aucun biomarqueur prédictif de l'évolution de la maladie (guérison ou chronicisation, avec ou sans nécessité de traitement). Un tel biomarqueur permettrait d'éviter l'exposition des patients allant guérir à des traitements avec des effets secondaires et parfois un coût élevé.

Le PTI est majoritairement médié par des anticorps anti-plaquettes. Ceux-ci sont détectés dans environ 55 % des cas et sont le plus souvent des IgG1 . Ils se lient à des glycoprotéines (GP) comme le complexe GP Ib-IX ou GP IIb-IIIa. Ils entraînent la destruction des plaquettes par les macrophages, principalement dans la rate . 

Conflit d'intérêts :

Les kits de dosage ont été fournis gratuitement par The Binding Site ® .
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Légendes des tableaux

Tableau 1. Caractéristiques des patients (N= 32).

Tableau 2. Valeurs des tests Freelite ® et Hevylite ® . 

Légendes des figures

  Des études anciennes ont mis en évidence une restriction clonale chez la majorité des patients, en faveur de l'hypothèse d'une prolifération d'un clone B dans le PTI produisant des anticorps monoclonaux anti-plaquettes. Dans ces études, entre 70 et 90 % de patients présentant un PTI chronique avec anticorps anti-plaquettes avaient une restriction de chaînes légères qui étaient principalement des chaînes légères κ . Van Der Harst et al. montraient en 1990 la présence de lymphocytes B clonaux dans la rate de 10 sur 11 patients atteints de PTI ayant subi une splénectomie . L'étude du répertoire d'auto-anticorps anti-plaquettes indiquait en 2002 qu'ils étaient issus d'une expansion clonale dirigée contre un antigène plutôt que d'une activation polyclonale lymphocytaire B déclenchée par des stimuli non spécifiques . Plus récemment, dans une étude rétrospective transversale entre 2006 et 2013 réalisée au CHU de Lyon qui incluait 60 adultes atteints de PTI, un ratio κ/λ > 1 était retrouvé chez 42 % des patients et 6 % des témoins (p < 0,0001) . Dans cette étude le ratio κ/λ > 1 était un des facteurs prédictifs de la rechute pour l'ensemble de la cohorte. Cette étude laisse supposer un caractère monoclonal et surtout le potentiel rôle pronostique du dosage des chaînes légères libres sériques. De nouveaux outils biologiques élaborés pour le myélome multiple permettent aujourd'hui de détecter et de quantifier de façon précise les chaînes légères libres sériques κ et λ (test Freelite ® ) ainsi que le couple chaîne lourde-chaîne légère (test Hevylite ® ), et de détecter la monoclonalité (ratio κ/λ anormal) . En condition physiologique, les chaînes légères sont produites en excès par rapport aux chaînes lourdes d'immunoglobulines, pour une raison inconnue. Ces chaînes légères polyclonales en excès sont excrétées sous forme libre dans le sérum par les plasmocytes . Un ratio κ/λ de chaînes légères libres sériques anormal, détecté par le test Freelite ® , témoigne ainsi d'une expansion clonale lymphocytaire B. L'hypothèse faite est qu'une proportion significative des patients atteints de PTI chronique aurait une expansion clonale de lymphocytes B auto-réactifs, non présente en cas de PTI guérissant spontanément. L'objectif de l'étude est de déterminer si les tests Freelite ® et/ou Hevylite ® ont un intérêt pronostique dans le PTI, permettant de discriminer les patients qui vont développer une maladie chronique de ceux qui vont guérir spontanément. Méthodes 1. Étude : Il s'agit d'une étude à visée pronostique d'un marqueur biologique, rétrospective, monocentrique, réalisée sur la base d'échantillons de sérum conservés en sérothèque à -20°C entre Janvier 2014 et Mai 2017 au CHU de Poitiers.

2 .

 2 Participants : Les patients ont été identifiés sur la base du codage des hospitalisations et des consultations du service de médecine interne du CHU de Poitiers. Les critères d'inclusion de l'étude sont les suivants : tout PTI, primaire ou secondaire, diagnostiqué au CHU de Poitiers entre le 01/01/2014 et le 01/05/2017, âge > 18 ans. Les critères d'exclusion sont : diagnostic pendant la grossesse, antécédent d'hémopathie maligne ou d'allogreffe de cellules souches hématopoïétiques, corticothérapie dans les trois semaines précédant le prélèvement initial diagnostique. Pour chaque patient inclus rétrospectivement, un échantillon de sérum prélevé au moment du diagnostic et conservé dans la sérothèque était décongelé, et un dosage de Freelite ® ou Hevylite ® était réalisé.
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 32 Méthodes du test :Les chaînes légères libres sériques κ et λ, les IgGκ, IgGλ, IgAκ, IgAλ, IgMκ, IgMλ ont été dosées par turbidimétrie avec l'automate Optilite ® et les réactifs Freelite ® pour les chaînes légères et Hevylite ® pour les chaînes lourdes, commercialisés par la société The Binding Site © . Les valeurs normales des tests sont celles données par le fabricant. Quatre variables issues des résultats des tests ont été étudiées : IgGκ, ratio IgGκ/IgGλ, différence IgGκ -IgGλ, et ratio κ/λ. Le choix de ces variables a été fait pour les raisons suivantes : les IgGκ sont l'isotype d'immunoglobuline le plus fréquemment observé fixé sur les plaquettes dans les PTI chroniques ; le ratio IgGκ/IgGλ permettrait de détecter une expansion monoclonale lymphocytaire B s'il est anormal ; la différence IgGκ -IgGλ a été choisie par analogie avec la différence des chaînes légères libres sériques qui est utilisée comme marqueur pronostique et de réponse thérapeutique dans l'amylose associée aux chaînes légères ; enfin le ratio κ/λ est un marqueur très sensible de monoclonalité et un ratio >1 a été montré prédictif de la rechute du PTI dans une étude.4. Analyse :Le critère de jugement principal est l'évolution vers un PTI chronique ou non. La chronicisation et la guérison ont été évaluées par analyse rétrospective des dossiers. La guérison est définie par des plaquettes supérieures à 100 G/L sur au moins deux prélèvements, en l'absence de traitement. La rémission est définie par des plaquettes supérieures à 30 G/L avec doublement, ou des plaquettes supérieures à 100 G/L, sur deux prélèvements à au moins sept jours d'écart. Le PTI chronique est défini par un PTI persistant plus de 12 mois (plaquettes < 100 G/L ou nécessité de traitement) . Pour l'objectif principal, nous avons estimé selon la méthode d'approximation normale de Lakatos une fréquence de PTI chronique de 80 % dans le groupe Hevylite ® positif versus 40 % dans le groupe Hevylite ® négatif, avec un risque alpha à 0,05 et béta à 0,1 en formulation bilatérale, soit un nombre de patients à inclure égal à 38. Nous avons effectué une analyse d'efficacité pronostique par courbe ROC pour déterminer la performance de prédiction de l'évolution vers un PTI chronique des quatre variables précédemment décrites issues des dosages Freelite ® et Hevylite ® . Nous avions également prévu, en cas d'aire sous la courbe (AUC) pertinente, de calculer les paramètres de sensibilité, spécificité, valeur prédictive positive et valeur prédictive négative. 5. Éthique : Une non-opposition a été obtenue pour chaque patient. L'étude a été avalisée par le Comité de Protection des Personnes (n° 2017-Α00965-48). Résultats 1. Participants a-Diagramme de flux Quarante-neuf patients ont été identifiés comme étant éligibles. Pour 7 d'entre eux il n'y avait plus de sérum en sérothèque, 7 avaient un critère d'exclusion, 3 n'ont pas donné leur consentement. Au total, 32 patients ont été inclus et analysés (Figure 1). Le test Hevylite ® a pu être réalisé chez les 32 patients inclus. Le test Freelite ® n'a pu être réalisé que chez 29 patients, en raison d'une quantité de sérum insuffisante chez trois patients. b-Caractéristiques des patients Les caractéristiques démographiques et clinico-biologiques des patients sont présentées dans le tableau 1. La majorité des patients avait un PTI primaire (81 %). Les PTI secondaires étaient composés d'un lupus systémique et de 5 PTI médicamenteux. Le taux de plaquettes moyen au diagnostic était de 26 ± 28 G/L, et le score hémorragique moyen au diagnostic de 4,5 ± 6,0. Aucun patient n'avait de gammapathie monoclonale. Un patient présentait une insuffisance rénale chronique au moment du diagnostic. Soixante-douze pour cent des patients avaient reçu des corticoïdes. Le taux de rémission était de 81 %. Quarante-sept pour cent des patients avaient guéri spontanément. Résultats des tests a-Valeurs des dosages Freelite ® et Hevylite ® Les résultats des dosages Freelite ® et Hevylite ® sont présentés dans le tableau 2. Les valeurs médianes de κ et λ et du ratio κ/λ étaient normales (un patient présentait un ratio égal à 1,76 mais cette valeur est normale étant donnée l'insuffisance rénale du patient) . Les valeurs moyennes d'IgGκ, IgGλ, IgAκ, IgAλ, IgMκ, IgMλ étaient dans les limites de la normale. Trois patients avaient un rapport IgGκ/IgGλ anormal (0,77, 0,89 et 3,29 respectivement). Les ratios κ/λ correspondants étaient normaux pour les deux premiers, et non réalisé pour le troisième patient par manque de sérum en sérothèque. b-Analyse par courbe ROC de la performance de quatre variables pour prédire la chronicisation du PTI Les variables suivantes au diagnostic ont été étudiées comme tests pronostiques de l'évolution vers la chronicisation d'un PTI : IgGκ, ratio IgGκ/IgGλ, différence IgGκ -IgGλ, et ratio κ/λ. Aucune ne permettait de prédire l'évolution vers la chronicité du PTI, avec des AUC ayant pour valeurs respectives 0,60, 0,57, 0,64 et 0,55 (Figure 2). Compte tenu des valeurs basses des AUC, les paramètres de sensibilité, spécificité, valeur prédictive positive et valeur prédictive négative n'ont pas été déterminés. Discussion Aucun patient n'avait un ratio κ/λ anormal et seuls trois patients avaient un ratio IgGκ/IgGλ anormal. Les variables IgGκ, ratio IgGκ/IgGλ, différence IgGκ -IgGλ, et ratio κ/λ ne permettaient pas de prédire l'évolution vers la chronicité du PTI. Notre étude n'a pas mis en évidence un intérêt pronostique des tests Freelite ® et Hevylite ® sur l'évolution du PTI. Il a été montré par Mahévas et al. que des plasmocytes à longue durée de vie sécréteurs d'IgG anti-plaquettes pouvaient persister dans la rate 3 à 6 mois après un traitement par rituximab chez des patients atteints de PTI en échec d'un premier traitement par rituximab, alors que la déplétion lymphocytaire B dans le sang était quasiment totale . Ainsi la persistance dans la rate de ces plasmocytes à longue durée de vie sécréteurs d'IgG anti-plaquettes pourrait expliquer la chronicité de la maladie et la réponse à la splénectomie. Plusieurs études avaient auparavant montré une monoclonalité des anticorps anti-plaquettes et des lymphocytes B spléniques chez la majorité des patients atteints de PTI chronique. Il semblait donc légitime de déterminer si la détection d'une monoclonalité était prédictive de l'évolution vers la chronicité du PTI. En comparaison aux résultats de Guillermin et al. , nos valeurs médianes de κ et λ (13,9 et 15,0) sont proches des valeurs moyennes rapportées par cette étude (15,1 ± 7,35 et 15,9 ± 5,7). Les résultats concernant le ratio κ/λ sont également comparables : un ratio κ/λ > 1 est retrouvé dans 50 % des cas dans notre étude contre 44 %. Le ratio κ/λ moyen dans notre étude était égal à 1,08 ± 0,3 contre 0,95 ± 0,25. Il était égal à 0,63 ± 0,23 chez les témoins dans l'étude de Guillermin et al. Le taux de plaquettes moyen au diagnostic était similaire (26 G/L contre 34 G/L). Cependant, ni un ratio κ/λ >1 ni un autre seuil de ce ratio étaient discriminants quant à l'évolution vers un PTI chronique dans notre étude. Cette différence peut être due à l'hétérogénéité des PTI et aux effectifs faibles dans les deux études (29 patients et 41 patients), ainsi qu'à la différence quant au critère de jugement (rechute du PTI, évolution vers la chronicité). Dans leur étude , McMillan et al. avaient également comparé le ratio κ/λ dans le plasma de 10 patients contrôles sains à 11 patients atteints de PTI par une technique d'immunomarquage en puits et détection par densité optique. Le ratio κ/λ moyen n'était pas différent entre les deux groupes de patients, respectivement 1,47 ± 0,23 chez les témoins et 1,3 ± 0,1 chez les patients atteints de PTI. Cependant il n'est pas précisé si ces 11 patients atteints de PTI avaient un PTI chronique. La restriction d'utilisation de chaînes légères avait été mise en évidence uniquement sur les anticorps associés aux plaquettes. Les limites de l'étude sont son caractère rétrospectif et le faible effectif, justifiés par le caractère exploratoire de l'étude. Seuls 32 patients ont été inclus alors que le nombre de sujets nécessaires calculé était égal à 38. Néanmoins, compte tenu des résultats, il est impossible que l'inclusion de 6 patients supplémentaires ait pu permettre d'obtenir des AUC pertinentes > 0,75. L'absence de détection de monoclonalité dans notre étude pourrait être liée au faible nombre de PTI chroniques : seuls 17 patients avaient un PTI chronique. De plus, contrairement aux précédentes études, nous avons inclus tous les patients que le test MAIPA soit positif ou non. Notre étude est la première à notre connaissance à décrire les résultats du test Hevylite ® dans le PTI, et de la deuxième décrivant les résultats du test FreeLite ® . Par ailleurs, les caractéristiques démographiques et clinico-biologiques de nos patients semblent globalement comparables à celles des études françaises de Moulis et al. sur l'âge, le sexe-ratio, le score hémorragique au diagnostic, la proportion de PTI primaires. L'attitude thérapeutique dans notre cohorte était comparable aux données déjà publiées pour le rituximab et les agonistes du récepteur de la thrombopoïétine. Cependant, la disulone, l'hydroxychloroquine, et la splénectomie étaient plus souvent proposées. Cela est probablement lié au caractère monocentrique de notre étude. Le taux de guérison dans notre étude était plus important que celui décrit dans l'étude de Moulis et al. (47 % contre 33 à 42 % ). Cet écart peut être dû au fait que 16 % de nos patients avaient un médicament imputable en faveur d'une cause iatrogène au PTI dans notre étude. En revanche le taux de rémission correspond à ce qui est attendu dans la littérature . Conclusion Cette étude monocentrique rétrospective n'a pas permis de mettre en évidence un intérêt pronostique des tests Freelite ® et Hevylite ® sur l'évolution du PTI vers la chronicité. D'autres études sont nécessaires étant donné les résultats divergents entre cette étude et celle de Guillermin et al. et le faible effectif de patients dans les deux études.
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 1 Figure 1. Diagramme de flux.
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 2 Figure 2. Courbes ROC des 4 variables étudiées. A. Variable [IgGκ]. B. Variable [IgGκ / IgGλ]. C. Variable [IgGκ -IgGλ]. D. Variable [κ / λ].