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Dosage de |'activité
d'ADAMTS13




Physiopathologie du purpura thromboftigue
thrombocytopénique (PTT)

Déficit fonctionnel sévere en ADAMTS13
(activité ADAMTS13 <10%)

Acquis Héréditaire
(auto-anticorps anti-ADAMTS13) (mutations du gene d’ADAMTS13)

l

Accumulation de tres grands multiméres du VWF tres adhésifs
en circulation dans le plasma

l

Formation spontanée de thrombi plaquettaires
dans la microcirculation sanguine

Anémie hémolytique mécanique Ischémie
Thrombopénie de consommation multiviscérale




Dosage de I'activité
d'ADAMTS13 (1)

m |ndications

m Devant une suspicion de MAT en phase aigué&, confirmation ou
infirmarfion du diagnostic de PTT

m Suivi biologique en rémission des patients ayant des antéceédents de
poussees de PTT

m Recherche clinique => diagnostic médical

= Multiplicité des techniques de mesure de I'activité d’ADAMTS13
m Méthodes Home made versus kits commerciaux
m Substrat uftilisé : VWF full-length versus peptide VWF73
m Limites et validité des méthodes 2 Standardisation



Dosage de I'activité
d!

ADAMTS13 (2)

= Conditions pré-analytiques

Plasma citraté ou sérum
Si absence de traitement extemporané : congélation ¢ -20°C ou -
80°C
Si traitement sur un site extérieur, envoi dans la carboglace
Limites
- Communes a toutes les techniques

- EDTA :inactivation d’ADAMTS13 in vifro

- Hémolyse : inactivation d’ADAMTS13 in vifro
« Propres aux méthodes VWF full-length : taux VWF:Ag > 300 Ul/dI
« Propres aux méthodes fluorimétriques

- Autofluorescence de certains plasmas / sérum

- Hyperbilirubinémie



Dosage de I'activité
d'ADAMTS13 (3)

= Principe

m Dégradation d'un substrat exogene (VWF full-length ou courts pepftides
de VWF) par ' ADAMTS13 du plasma testé

m Les produits de dégradation du VWF clivé par ADAMTS13 sont mesurés
par des fechniques :

m Electrophorétiques (fragments ou multimeres)
= Immunologiques (CBA, VWF:Ag, Chr-VWF73)
m D'agrégation plaguettaire (VWF:RCO)

m Fluorimétriques (FRETS-VWF73)

m De spectrométrie de masse SELDI-TOF

= Objectifs
m Détection des déficits fonctionnels séveres : activité d’ADAMTS13 < 10%
m Mesure précise des faux d’ADAMTS13 enfre 11 et 100%
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Principe de la méthode (1)

TEST PRINCIPE - TECHNOZYM® ADAMTS-13 Activity ELISA
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1 . Plaque coatée avec
des anticorps anti-GST

10  Koamewvwira 63 His

2. Incubation du substrat 3 Incubation de I'échantillon 4 Incubation du conjugué HRP
GST-VWFT3 -= ADAMTS-13 de I'échantilion et fixation sur le substrat vWF73
clive le substrat viWF73 Mesure de I'absorbance



Principe de la méethode (2)

m Test chromogénique m Estimation de la durée
totale du test :
m Substrat : GST-VWF/3 m Test ELISA : 4H
m 46 Calibrants m Calculs, validation
technique : 1H
= 2 Confroles (haut & bas) = Et validation biologique

m Controles internes

m Dosages réalisés en
duplicate



Resultats (1)
Echantillons tfestés

Pathologies Nombre de patients

Sujets normaux 30

Upshaw-Schulman 19

PTT acquis idiopathique 34

PTT acquis secondaire 4]

Rémission PTT acquis 52

Autres (SHU, néoplasie, sepsis, /1

dysimmunité...)

Total 247

Joly et al, Thromb Res, 2014



Resultats (2)
Activité d’ADAMTS13
mesurée par FRETS-VWF73

Activité d’ADAMTS13 Nombre de patients
(FRETS-VWF73)

<10% 94
10-19% 15
20-49% 53

50-100% 85

Total 247

Joly et al, Thromb Res, 2014



ADAMTS13 activity (%) —>| imite de sensibilité : 3% -

(Technozym® ADAMTS13 activity ELISA)
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FRETS-VWF73 - Chr-VWF73
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Conclusion

Seuil de détection (3%) bien adapté au seuil de relevance clinique (10%)

Pistes d'amélioration techniques : ajouter un calibrant (~80%) et des CQ

Pour la détection d’une activité d’ADAMTS13 < 10%

m assez bonne concordance avec la méthode de référence FRETS-VWF73

® mais 12% de résultats faux négatifs

- Aftention a ne pas « manquer » le diagnostic biologique de PTT

Pour la mesure précise d'une activité d’ADAMTS13 >10% (entre 11 et

100%)

m fendance d la sous-estimation systématique des valeurs détectables

m grande variabilité des mesures, de maniere aléatoire

- Attention a ne pas surestimer le risque de rechute et par conséquent,
I'indication d’'une injection préventive de rituximab lors du suivi des
patients PTT en rémission clinique



Recommandations du CNR-MAT

pour la mesure de I'activité d’ADAMTS13 o
des fins de diagnostic médical (1)

= |déalement, la mesure de |’ activité d’' ADAMTS13 (technique et
interprétation) effectuée dans le cadre de la documentation biologique
d’une suspicion de MAT :

m releve d'une activité biologique experte supraGH dediée aux maladies
rares (plateforme biologique du CNR-MAT)

m repose en 1¢€ intention sur la technique FRETS-VWF73

m doit éfre contrélée par une 2¢me méthode utilisant un substrat VWF full-
length

m systématiqguement pour les patients pédiatriques

m en cas de discordance avec la présentation cliniue ou de probleme
analytique (autofluorescence par ex.) pour les patients adultes



Recommandations du CNR-MAT

pour la mesure de I'activité d’ADAMTS13 o
des fins de diagnostic médical (2)

= Le kit commercial Technoclone® est le plus performant en 2014.

m Les ufilisateurs doivent cependant en connaitre les limites et ne pas
hésiter & avoir recours au laboratoire ADAMTS13 du CNR-MAT en cas de
doute ou de probleme technique et/ou d’interprétation.
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