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« Cryoglobulinémie avec ou sans cryofibrinogénémie : des phénotypes

différents ? Etude rétrospective au CHU de Toulouse »

l. Introduction :

Le cryofibrinogéne est une cryoprotéine méconnue décrite pour la premiéere fois en 1955 par
Korst et Kratochvil [1]. Contrairement a la cryogloguline, elle précipite dans le plasma et non
dans le sérum. Le cryofibrinogéne est un complexe insoluble précipitant au froid composé de
fibronectine et de fibrinogéne, pouvant également contenir de l'albumine et/ou des
immunoglobulines. Sa prévalence serait de 0 a 7% chez les sujets sains et de 8 a 13% dans
diverses populations de patients hospitalisés et atteints de diverses maladies (cancer,
connectivite, maladie thrombotique) [2-9]. La présence d’un cryofibrinogéne circulant peut
étre asymptomatique mais sa fréquence en cas de tableau clinique de cryopathie varie de 12

a 51% selon les études [3, 7, 10].

La présentation clinique est celle d’'une vasculopathie des petits vaisseaux, dominée par
I'atteinte cutanée qui est la manifestation la plus fréquente et qui est souvent inaugurale. Les
Iésions cutanées peuvent étre sévéres avec des ulcérations et nécroses pouvant nécessiter
une prise en charge chirurgicale. Il s’agit d’'un diagnostic différentiel de nombreuses
pathologies systémiques puisque la cryofibrinogénémie peut également donner lieu a des

atteintes rhumatologiques et rénales.

La physiopathologie est incomplétement élucidée. Cependant I'hypothése principale fait
intervenir un défaut de la fibrinolyse en raison d’'une augmentation de I'a1-antitrypsine et de
'a2-macroglobuline qui sont des inhibiteurs de la plasmine et donc de la fibrinolyse [8, 11].
Ceci peut se traduire indirectement sur I'électrophorése des protides plasmatiques par une

hyper a-1- et une a-2-globulinémie et expliquerait aussi la fréquence des manifestations



thrombotiques artérielles et veineuses au cours des cryofibrinogénémies et l'efficacité

rapportée de traitements pro-fibrinolytiques [12-14].

Comme la cryoglobulinémie, la cryofibrinogénémie peut étre essentielle ou secondaire.
L’association aux néoplasies est fréquente, notamment aux lymphomes dont le risque de
survenue est de 50% a 5 ans chez les patients ayant une cryofibrinogénémie initialement

considérée comme essentielle [15].

Les principales études récentes (essentiellement frangaises) se sont intéressées surtout aux
cryofibrinogénémies essentielles et/ou secondaires, en excluant généralement les patients
ayant une cryoglobulinémie associée [10, 11, 15, 16], a la comparaison entre
cryofibrinogénémie isolée ou associée a une cryoglobulinémie [3], a la recherche de
cryofibrinogénémie en cas de maladie intestinale inflammatoire chronique [4], en cas de
néphropathie [6, 17] ou d’ostéonécrose non traumatique [18]. Une seule étude, incluant
uniquement des patients atteints d’'une hépatite C, a comparé des patients ayant une
cryoglobulinémie avec ou sans cryofibrinogénémie associée [19]. Dans cette étude, sur les
143 patients ayant eu une recherche concomitante de cryofibrinogénémie et
cryoglobulinémie, l'association des deux précipités (n=47) était significativement plus
fréquente que la présence isolée d’'une cryoglobuline (n=37) et la présence du
cryofibrinogéne était statistiquement associée a la présence d’une vascularite (présent chez
47% des patients avec vascularite vs 29% des patients sans vascularite). En revanche,
l'atteinte rénale était significativement plus fréquente chez les patients présentant une

cryoglobulinémie sans cryofibrinogénémie (40% vs 11%).

Nous rapportons ici les résultats d’'une étude destinée a déterminer si la présence d'une
cryofibrinogénémie est a l'origine de différences phénotypiques chez les patients porteurs

d’une cryoglobulinémie.



Il. Patients et méthode

I.11. Type d’étude

Notre travail est une étude rétrospective monocentrique au CHU de Toulouse, réalisée sur 2

ans, entre le 1° janvier 2011 et le 31 décembre 2012.

I1.2. Objectifs

Objectif principal :

L’objectif principal était de définir si la présence d’'une cryofibrinogénémie est associée a des

manifestations cliniques et/ou biologiques particulieres chez les patients porteurs d’une

cryoglobulinémie.

Objectifs secondaires :

Les objectifs secondaires étaient :

a)

de définir si la présence d’'une cryofibrinogénémie est associée a des
manifestations cliniques et/ou biologiques particuliéres chez les patients ayant

une vascularite cryoglobulinémique.

de définir si la présence dune cryofibrinogénémie est un facteur
indépendamment associé a la présence d'une vascularite des petits vaisseaux

chez les patients ayant une cryoglobulinémie.

de définir si la présence dune cryofibrinogénémie est un facteur
indépendamment associé au recours aux corticostéroides, immunosuppresseurs
et/ou échanges plasmatiques chez les patients ayant une vascularite

cryoglobulinémique.



11.3. Criteres d’inclusion, d’exclusion et sélection des patients

La recherche des patients éligibles pour I'étude a été faite a partir de la base de données du

laboratoire d’Immunologie du CHU de Toulouse.

Les critéres d’inclusions sont :

- une recherche concomitante de cryofibrinogénémie et de cryoglobulinémie

- un age de plus de 15 ans

- un dossier suffisamment renseigné pour permettre une analyse des données.

Les criteres de vascularite cryoglobulinémique utilisés dans notre étude sont ceux utilisés
dans la cohorte CryoVas [20-22], a savoir la présence d’un cryoprécipité associé a une
vascularite prouvée par un examen anatomopathologique et/ou la présence d’un purpura ou
d’'ulcérations ou de nécrose cutanée. Critére d’exclusion : patients ayant un diagnostic de

vascularite autre que de vascularite cryoglobulinémique (défini par avis d’expert).

I.4. Méthodes de recherche des cryoprécipités

Prélévements

- Les prélévements destinés a la recherche de cryofibrinogéne ont été effectués dans
deux tubes citratés (bouchon bleu), remplis de la fagon la plus compléte possible. Les
préléevements destinés a la recherche de cryoglobuline ont nécessité deux tubes secs

(bouchon jaune).



- Dans les deux cas, aprés prélevement, les tubes devaient étre placés dans un
dispositif isotherme et transportés a 37°C jusqu’au laboratoire le plus rapidement
possible.

- Les tubes citratés étaient placés immédiatement a 37°C puis centrifugés a 37°C dans
I'heure suivant le prélévement. Le plasma était ensuite décanté et placé a 4°C.

- Les tubes secs étaient placés immédiatement a 37°C jusqu’a coagulation compléte (2
heures minimum, toute la nuit maximum) puis centrifugés a 37°C. Le sérum était

ensuite décanté, réparti en 2 tubes et placé a 4°C

Recherche de cryoprécipité

- La lecture de la recherche de cryofibrinogénémie était réalisée 72h aprés le
prélévement. La lecture de recherche de cryoglobulinémie était réalisée au 8°™ jour
suivant le prélevement.

- Dans les deux cas, un des 2 tubes a servi de témoin en ayant été placé une heure a
37°C

- Le tube témoin et le tube resté a 4°C étaient visualisés comparativement :

i) Si les 2 tubes étaient limpides : absence de cryoprécipité

ii) A été conclu a la présence d’'un cryoprécipité s’il était observé un trouble ou un

précipité disparaissant a 37°C,

iii) S'il était observé la présence d’'un trouble ou d’un précipité ne disparaissant pas a

37°C : il ne pouvait étre conclu a la présence ou a I'absence d’un cryoprécipité et
'examen était jugé ininterprétable. Ceci pouvait étre d a un plasma lactescent ou

a une contamination microbienne.

Lavage du cryoprécipité

Le plasma (recherche de cryofibrinogéne) et le sérum (recherche de cryoglobuline) ont été

centrifugés a 4°C a 2000g, puis lavés par centrifugation avec du chlorure de sodium.



Dosage du cryoprécipité

La quantification était estimée par I'absorbance de la densité optique a 280 nm a l'aide d’un
spectrophotométre. Une gamme étalon était réalisée a laide d’immunoglobulines

polyclonales (Tégéline®)

Identification de la nature du cryoprécipité par immunofixation

Les étapes successives nécessaires pour l'identification étaient automatisées sur un appareil
réalisant les étapes de migration électrophorétique des échantillons (Western Blot), de dépbt
des anticorps, d’'incubation, de lavage et de coloration (Hydrasys, société SEBIA).

La présence au sein du cryoprécipité de fibrinogéne était affrmée a I'aide d’'un anticorps
polyclonal anti-fibrinogéne humain.

La confirmation de la présence et le type de cryoglobulinémie était réalisés a I'aide

d’antisérums anti-lgG, anti-IgA, anti-IgM, anti-kappa et anti-lambda.

Interprétation — Rendu des résultats

- Pour la recherche de cryofibrinogénémie : un témoin positif (plasma dans un tube EDTA)
était placé avec chaque série de patients afin de valider la manipulation (présence d’'une
bande en béta)

- Pour la recherche de cryoglobulinémie : un témoin positif (contenant des anomalies
monoclonales avec présence des chaines lourdes et des chaines légéres) était placé avec
chaque série de patients.

La classification de Brouet était appliquée pour typer la cryoglobuline en cryoglobuline de
type | (cryoglobuline monoclonale), de type Il (cryoglobuline mixte avec composant

monoclonal) ou de type Il (immunoglobulines polyclonales) [23].



I1.5. Critéres de jugement

Les critéres de jugement pour l'objectif principal étaient les caractéristiques cliniques et
biologiques associées a la présence d’'une cryofibrinogénémies chez les patients porteurs

d’une cryoglobulinémie.

Les critéres de jugements pour les objectifs secondaires étaient les caractéristiques cliniques
et biologiques associées 1) a la présence d'une vascularite cryoglobulinémique ; 2) a la
présence d'une cryofibrinogénémie chez les patients présentant une vascularite
cryoglobulinémique ; 3) aux recours a un traitement par corticoides, immunosuppresseurs

et/ou échanges plasmatiques.

11.6. Recueil des données

Les données ont été recueillies en janvier 2013 puis mises a jour au 31 juin 2013 afin de
juger de I'évolution des patients sur une période plus longue. Le délai de suivi était défini par
le délai entre la date de la recherche des deux cryoprécipités et la date de la derniére

consultation ou hospitalisation.

Ont été recherchés dans les dossiers : 'age et le genre, les manifestations cliniques a I'aide
d’'une fiche de recueil standardisée. Celle-ci tenait compte des manifestations cutanées
(purpura, syndrome de Raynaud, livedo reticularis, urticaire ainsi que la présence
d’ulcération ou de nécrose), rhumatologiques (arthralgies, myalgies), neurologiques

périphériques (clinique et/ou électro-physiologique) et la présence d’une fiévre (T°>38.2°C).

Les données biologiques retenues devaient étre prélevées moins de 7 jours autour de la
recherche du cryoprécipité. Si plusieurs bilans étaient réalisés, les valeurs

chronologiquement les plus proches de la recherche du cryoprécipité ont été retenues.



L’atteinte rénale était définie par une créatininémie > 130 pmol/l et/ou un débit de filtration
glomérulaire < 60 ml/minutes/1.73m? (formule MDRD) et/ou une protéinurie > 500 mg/24h

(ou >500mg/g de créatininurie) et/ou la présence d’'une hématurie.

Les pathologies associées prises en considération étaient les pathologies infectieuses au
moment de la recherche du cryoprécipité, le diabéte, les maladies auto-immunes, les
vascularites, les cancers et hémopathies (évolutives ou en rémission depuis moins de 5

ans).

Les manifestations thrombo-emboliques artérielles ou veineuses (confirmées par une
imagerie) ont été relevées. |l s’agissait de manifestations passées datant, comme les
néoplasies, de moins de 5 ans ou qui sont survenues au cours du suivi. Ce délai de 5 ans
était justifié par le fait qu’une cryofibrinogénémie peut avoir été présente et symptomatique
mais ne pas avoir été recherchée durant cette période compte tenu de la méconnaissance
de cette anomalie biologique, qui n’était d’ailleurs pas recherchée dans notre CHU avant

janvier 2011.

I.7. Analyses statistiques

Les différences entre les variables qualitatives ont été comparées par le test du x? en cas
d’événements théoriques supérieurs a cing et par le test de Fisher en cas d’événements
théoriques inférieurs a cing. Les variables quantitatives ont été comparées grace au t-test de
Student en cas de distribution paramétrique et par le test de Wilcoxon en cas de distribution
non paramétrique. Les variables quantitatives ont été exprimées en moyenne * écart-type ou
par la médiane = Intervalle Interquartile en fonction de la normalité de la distribution.

Un p < 0,05 était considéré comme significatif.

L’analyse multivariée a fait appel a des modéles de régression logistique pas a pas

descendants. Les paramétres retenus étaient ceux ayant atteint un seuil de significativité de



p<0.2 en analyse univariée. Les résultats ont été exprimés en rapport de cote, ou odds ratio
(OR) assorti de l'intervalle de confiance a 95%. Le traitement des données pour les analyses

statistiques ont été effectuées a I'aide du logiciel SAS®.

lll. Résultats :
lll.1. Sélection des patients
Le processus de sélection des patients est représenté sur la figure 1.

Les données ont été extraites grace a l'interrogation de la base de données du laboratoire
d’Immunologie du CHU de Toulouse sur une période de 2 ans (entre le 1° janvier 2011 et le

31 décembre 2012).

L’interrogatoire de la base de données du laboratoire d’Immunologie contenait 281

recherches consécutives de cryofibrinogénémie. Celles-ci correspondaient a 239 patients.
Aprés application des critéres de sélection, 116 patients ont finalement été inclus.

Soixante-treize patients avaient une recherche de cryofibrinogénémie positive : douze
avaient une cryofibrinogénémie isolée (groupe CF+/CG-) et soixante et un avaient
simultanément une cryofibrinogénémie et une cryoglobulinémie (groupe CF+/CG+). Enfin,

quarante trois patients avaient une cryoglobulinémie isolée, définissant le groupe CG+/CF-.

Aprés application des critéres de vascularite cryoglobulinémique et exclusion des autres
vascularites (trois PAN, une vascularite a ANCA, deux vascularites a IgA, une maladie de
Buerger et une vascularite hypocomplémentémique), dix huit patients ont été inclus dans le
groupe « CF+/CG+ » et onze patients ont été inclus dans le groupe « CG+/CF- ». Deux
patients ont été inclus sur la présence d'une vascularite sur un examen
anatomopathologique rénal dans le groupe CF+/CG+ (sans purpura ni ulcération ou nécrose

cutanée associée).



Figure 1. Flow-Chart : processus de sélection des patients
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lll.2. Objectif principal

Les caractéristiques des patients des groupes « CF+/CG+ » et « CG+/CF- » sont indiquées
dans le tableau 1.1. Nous donnons aussi a titre purement descriptif les données concernant
les patients porteurs d’'une cryofibrinogénémie isolée. Ce groupe est trop petit pour autoriser
des comparaisons pertinentes. La valeur du p concerne la comparaison entre les patients

des groupes “CF+/CG+” et “CG+/CF-".

Les deux groupes sont homogénes sur I'age et le sexe ainsi qu’en termes de manifestations
cliniques. Les atteintes cutanées et rhumatologiques sont les plus fréquentes et présentes

chez la moitié des patients. La fiévre est en revanche une manifestation rare (<10%).
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Les atteintes neurologiques périphériques et rénales sont présentes dans un tiers des cas.

Les évenements thrombotiques sont plus fréquents dans le groupe “CF+/CG+” mais sans

que la différence ne soit significative.

Tableau 1.1. : caractéristiques cliniques des 116 patients inclus et comparaison des groupes « CF+/CG+ »

et « CG+/CF-»

Groupe CF+/CG-
N=12
Données épidémiologiques
- Age, année, Moy * ET 58,6 + 19
- Sexe féminin, n (%) 7 (58,3)
- Durée de suivi, mois, Med % 1IQ 8,0+ 11,0
Manifestations cliniques, n (%)
Atteinte cutanée 6 (50)

- Purpura 3(25)

- Ulcération/Nécrose 4 (33,3)

- Acrocyanose/Raynaud 2(16,6)

- Livedo 1(83)

- Urticaire 1(8,3)
Neuropathie périphérique 5 (41,6)
Atteinte Rhumatologique 4(33,3)

- Arthralgies 4(33,3)

- Myalgies 3(25)
Fievre 4(33,3)
Atteinte rénale 5(41,6)
Evénements thrombotiques 7 (58,3)

- Evénements veineux 3 (25)

- Evénements artériels 4(33,3)

Groupe CF+/CG+

N=61

57,2+16,3
36 (59)

10,0+ 10,0

32 (52,5)
11 (18)
11 (18)
18 (29,5)
4 (6,6)

4 (6,6)
16 (26,2)
29 (47,5)
27 (44,3)
17 (27.,9)
5(8,2)
20 (32,8)
18 (29,5)
9 (14,7)

10 (13,4)

Groupe CG+/CF-

N=43

55,3+ 16,5
29 (67,4)

7,0+ 11,0

22 (51,2)
8 (18,6)
9 (20,9)
14 (32,6)
2 (4,6)

2 (4,6)
12 (27,1)
20 (46,5)
17 (39,5)
13(30,2)
4(9,3)
11 (25,6)
8 (18,6)
3(7)

6 (13,9)

0,91
0,38

0,06

0,89

0,71

0,94

0,56

0,51

0,59

0,36

0,15

0,20

0,87

Moy : moyenne. Med : médiane.llQ : intervalle inter-quartile. Tests statistiques comparant uniquement les groupes “CF+/CG+” et “"CG+/CF-"

11



Les données biologiques des patients sont indiquées dans le tableau 1.2. Les
concentrations médianes de cryoglobulinémie ainsi que leur type sont équivalentes dans les
groupes “CF+/CG+” et "CG+/CF-°. Dans le groupe "CF+/CG+” : 2 cryoglobulines sont de
type I, 23 de type I, 34 de type lll et 2 sont indéterminées. Dans le groupe "CG+/CF-": 11

cryoglobulines sont de type Il, 31 de type lll et 1 indéterminée.

Les fractions C3 et C4 du complément, ainsi que le test fonctionnel du complément total
CHS50 sont statistiquement plus fréquemment abaissées dans le groupe “CF+/CG+” alors
que les concentrations sont équivalentes dans les deux groupes. L’a1-globulinémie est plus
élevée dans le groupe 'CF+/CG+” (p=0.02) alors que I'a1-globulinémie est similaire dans les

deux groupes.

Tableau 1.2. : caractéristiques biologiques des 116 patients inclus et comparaison des groupes
« CF+/CG+ » et « CG+/CF- »

Groupe CF+/CG- Groupe CF+/CG+ Groupe CG+/CF-

N=12 N=61 N=43 p
Cryoglobulinémie, mg/l, Med * l1Q NA 89+ 124 68 + 82 0,37
Cryofibrinogénémie, mg/l, Med £ 11Q 254 + 304 70 £ 174 NA NA
Cryofibrinogénémie type |, n (%) NA 2(3,3) 0(0) -
Cryofibrinogénémie type Il, n (%) NA 23 (38) 11 (25,6)
Cryofibrinogénémie type Ill, n (%) NA 34 (57,7) 31(72) 014
C3, g/l, Moy * ET 1,22+ 0,31 1,03+ 0,28 0,99 £ 0,30 0,69
C3 abaissé, n (%) 1(8,3) 11(18) 7(16,3) 0,02
C4, g/l, Med 2 1IQ 0,23+0,10 0,19+0,13 0,19+0,13 0,86
C4 abaissé, n (%) 2 (12,6) 27 (44,3) 12 (27,9) 0,03
CH 50, %, Med £ 11Q 93,5+21,3 86 + 44 92 + 22 0,078
CH 50 abaissé, n (%) 0 (0) 16 (26,3) 1(2,3) 0,0003
Créatininémie, pmol/l, Med % 1IQ 89 + 62 76 + 43 69 + 29 0,32
DFG (MDRD), ml/min, Moy * ET 78,6 + 32,7 75,4 £ 31,67 83,55 + 28,5 0,47
Fibrinogéne, g/l, Moy + ET 3,2+0,76 3,36 £ 1,75 3,29+1,12 0,09
a1-globulinémie, g/l, Med * lIQ 3,9+1,62 34+12 29+0,8 0,02
a2-globulinémie, g/l, Moy + ET 8,80 £ 0,80 8,01+ 1,51 7,04 £1,78 0,35
CRP, mg/l, Moy * ET 19,9 +21,8 525+225 5+10,5 0.47

Moy : moyenne. ET : écart-type. Med : médiane. 1IQ : intervalle interquartile. MDRD : Modification of the Diet in Renal Disease.

NA : non applicable. Tests statistiques comparant uniquement les groupes "CF+/CG+” et “CG+/CF-"
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Concernant les pathologies associées (tableau 1.3.) : les fréquences des maladies auto-

immunes, infectieuses et du diabéte sont équivalentes dans les deux groupes.

Par contre, les néoplasies sont présentes chez un tiers des patients du groupe “CF+/CG+”
contre 7% dans le groupe "“CG+/CF-" (p=0.002). La différence entre les deux groupes est

significative sur la fréquence des hémopathies ainsi que des cancers solides.

Tableau 1.3. : pathologies associées chez les 116 patients inclus et comparaison des groupes
« CF+/CG+ » et « CG+/CF- »

Groupe CF+/CG- Groupe CF+/CG+ Groupe CG+/CF-
N=12 N=61 N=43 P
Diabéte, n (%) 2 (16,6) 6(9,8) 5(11,6) 0,76
Maladie auto-immune, n (%) 3(25) 32 (52,5) 21 (48,8) 0,72
- Connectivite 0(0) 23 (37,7) 10 (23,3) 0,12
- Vascularite cryoglobulinémique NA 18 (29,5) 11 (25,6) 0,66
- Autre Vascularite 2(16,6) 5(8,2) 6 (13,9) 0,36
Néoplasie, n (%) 3 (25) 20 (32,8) 3(7) 0,002
- Tumeur Solide 1(8,3) 8(13,1) 0 (0) 0,02
- Hémopathie 2 (16,6) 15 (24,6) 3(7) 0,02
Pathologie infectieuse, n (%) 2(16,6) 9(14,7) 4(9,3) 0,73
- VHC 1(8,3) 6(9.8) 1(2,3) 0,23

NA : non applicable. Tests statistiques comparant uniquement les groupes “CF+/CG+” et "CG+/CF-"

Dans le groupe “CF+/CG+”, les 15 hémopathies comprennent 7 gammapathies de
signification indéterminée (MGUS), 2 myélomes, 5 lymphomes (B, T, lympho-plasmocytaire)
et 1 leucémie aigue myéloide. Les néoplasies solides sont variées (prostate, col de l'utérus,
thyroide, amygdale, mélanome, cortico-surrénalome, pancréas). Dans le groupe “CG+/CF-°

les 3 hémopathies sont des MGUS.
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Nous avons ensuite réalisé une analyse multivariée afin de déterminer quels étaient les
facteurs indépendamment associés a la présence d’une cryofibrinogénémie chez les patients
porteurs d’'une cryoglobulinémie. Dans un premier temps ont été analysées les
caractéristiques associées a la présence d'une cryofibrinogénémie détectable. Les résultats
sont indiqués dans le tableau 1.4. Les néoplasies sont indépendamment associées a la

présence d’une cryofibrinogénémie avec un Odds Ratio a 4,41 (IC 95% [1.01-19.28]).

La présence associée d'une connectivite est a la limite de la significativité (p=0,07). Par
contre, aucune des manifestations cliniques ou biologiques n’est associée de fagon
indépendante a la présence d’une cryofibrinogénémie chez les patients ayant une

cryoglobulinémie.

Dans une analyse post hoc, nous avons pu mettre en évidence un effet de la concentration
du cryofibrinogéne : en effet, le risque d’événements thrombotiques veineux est trés
fortement associé a la présence d’une cryofibrinogénémie = 100 mg/L (n=24), avec un OR a
18,6 (IC 95% [2,06-167,73]) (tableau 1.5.) Une concentration de cryoglobuline = 130 mg/L
(quatriéme quartile) et la baisse du CH50 sont aussi indépendamment associés a ce taux de
cryofibrinogéne. En revanche, nous n’avons pas mis en évidence d’effet seuil a la
concentration de 50 mg/L de cryofibrinogénémie, alors que ce seuil a été proposé dans la

littérature pour définir la « positivité » de la recherche du cryofibrinogéne.
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Tableau 1.4. : Caractéristiques associées a la présence d’une cryofibrinogénémie chez les patients

porteurs d’une cryoglobulinémie.

Analyse Univariée

Analyse multivariée

OR [95%CIl] p OR [95%CI] p
Caractéristiques clinigues
Age (par quartiles) - 0.6 - -
<45 ans 1 - - -
245 ans et < 55 ans 2.00[0.63-6.36] 0.2 - -
2 55 ans et < 65 ans 1.76 [0.52-6.00] 0.4 - -
265 ans 2.14[0.69-6.63] 0.2 - -
Sexe masculin 1.43 [0.64-3.26] 0.4 - -
Atteinte cutanée 1.05 [0.48-2.30] 0.9 - -
Purpura 0.95[0.35-2.62] 0.9 - -
Ulcération/nécrose 0.83[0.31-2.22] 0.7 - -
Atteinte rhumatologique (arthralgies/myalgies) 1.08 [0.49-2.36] 0.8 - -
Neuropathie périphérique 0.89[0.37-2.14] 0.8 - -
Atteinte rénales * 1.74[0.69-4.42] 0.2 0.71[0.20-2.47] 0.6
Evenement thrombotique * 1.97 [0.76-5.08] 0.2 1.41[0.37-5.39] 0.6
Thrombose veineuse 2.45[0.62-9.65] 0.2 - -
Thrombose artérielle 1.23[0.41-3.70] 0.7
Caractéristiques biologiques
Cryoglobulinémie (par quartiles) - 0.5 - -
<40 mg/L 1 -
240 mg/L et < 80 mg/L 0.58[0.19-1.72] 0.3
280 mg/L et < 130 mg/L 1.11[0.35-3.51] 0.9
2130 mg/L 1.33[0.43-4.13] 0.6
C3 diminué 0.87 [0.30-2.51] 0.8 - -
C4 diminué 1.57 [0.65-3.79] 0.3 - -
CH50 diminué * 11.70 [1.47-93.14] 0.02 6.00 [0.66-54.81] 0.1
Pathologies associées
Connectivite * 1.99 [0.83-4.80] 0.1 3.49[0.90-13.54] 0.07
Cancer * 6.50 [1.79-23.61] 0.004 4.41[1.01-19.28] 0.01
Tumeur solide - 0.9
Hémopathie 4.35[1.17-16.11] 0.03
Hépatite C ou B 1.45[0.34-6.17] 0.6 - -

*: caractéristiques utilisés pour I’analyse multivariée en raison d’une p<0.2 en analyse univariée
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Tableau 1.5. : Caractéristiques associées a la présence d’une cryofibrinogénémie = 100 mg/L chez les

patients porteurs d’une cryoglobulinémie.

Analyse Univariée

Analyse Multivariée

OR [95%CIl] p OR [95%CI] p
Caractéristiques clinigues
Age (par quartiles) - 0,8 - -
<45 ans 1 - - -
245 ans et < 55 ans 1,19 [0,30-4,80] 0,8 - -
255 ans et < 65 ans 0,88 [0,19-4,16] 0,9 - -
265 ans 1,69 [0,43-6,54] 0,4 - -
Sexe masculin 1,04 [0,40-2,70] 0,9 - -
Atteinte cutanée 1,76 [0,68-4,52] 0,2 - -
Purpura 1,84 [0,60-5,69] 0,3 - -
Ulcération/nécrose 1,93 [0,67-5,60] 0,2 - -
Atteinte rhumatologique (arthralgies/myalgies) 1,11 [0,44-2,80] 0,8 - -
Neuropathie périphérique 1,17 [0,42-3,26] 0,8 - -
Atteinte rénales * 1,17 [0,37-3,70] 0,8 - -
Evenement thrombotique * 1,44 [0,51-4,08] 0,5 - -
Thrombose veineuse 3,10 [0,85-11,33] 0,09 18,57 [2,06-167,73] 0,009
Thrombose artérielle 0,77 [0,20-3,02] 0,7 - -
Caractéristiques biologiques
Cryoglobulinémie (par quartiles) - 0,001 - 0,003
<40 mg/L 1 - 1 -
240 mg/L et < 80 mg/L 0,56 [0,08-3,67] 0,5 0,32[0,03-3,95] 04
280 mg/L et < 130 mg/L 2,06 [0,43-9,87] 0,4 7,39[0,91-60,26] 0,06
2130 mg/L 8,91 [2,10-37,78] 0,003 24,50 [3,06-196,33] 0,003
C3 diminué 0,88 [0,25-3;06] 0,8 - -
C4 diminué 1,58 [0,59-4,22] 0,4 - -
CH50 diminué * 7,31 [2,18-26,56] 0,001 8,58 [1,23-59,83] 0,03
Pathologies associées
Connectivite * 1,41 [0,54-3,72] 0,5 - -
Cancer * 2,14 [0,77-6,00] 0,1 - -
Tumeur solide 3,5[0,80-15,26] 0,09 - -
Hémopathie 2,13 [0,68-6,66] 0,2 - -
Hépatite C ou B 1,62 [0,37-7,04] 0,5 - -

*: caractéristiques utilisés pour I’analyse multivariée en raison d’une p<0.2 en analyse univariée
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lll.3. Objectifs secondaires

111.3.1. Caractéristiques des patients porteurs d’une vascularite cryoglobulinémique

Vingt neuf patients répondaient aux critéres de vascularite cryoglobulinémique, dix-huit dans
le groupe ” CF+/CG+” et onze dans le groupe “CG+/CF-? (p=0.66).

Les caractéristiques de ces patients sont indiquées dans le tableau 2.1.

Les atteintes cutanées, faisant parti des critéres diagnostiques, sont présentes dans plus de
90% des cas. Le purpura et 'acrosyndrome sont présents dans la moitié des cas environ.
Les ulcérations ou les nécroses distales sont fréquentes (50 et 72% des cas

respectivement).

Tableau 2.1. : caractéristiques cliniques des 29 patients ayant une vascularite
cryoglobulinémique en fonction de la présence ou de I'absence de cryofibrinogénémie

Groupe Groupe CG+/CF- P
CF+/CG+
N=11
N=18
Données épidémiologiques
- Age au diagnostic, années, moyenne  ET 57,16 + 16,30 55,30 + 16,50 0,91
- Sexe féminin, n (%) 11 (61) 9(82) 0,91
Manifestations cliniques, n (%)
Atteinte cutanée 17 (94,5) 10 (90,9) 1

- Purpura 9 (50) 6 (54,5) 0,42

- Ulcération/Nécrose 9 (50) 8(72,7) 0,27

- Acrocyanose/Raynaud 10 (55,5) 5 (45,45) 0,53

- Livedo 2 (11) 1(9,1) -

- Urticaire 1(5,5) 2(18,2) -
Neuropathie périphérique 5(27,8) 2(18,2) 0,68
Atteinte Rhumatologique 8 (44,4) 4 (36,4) 0,82

- Arthralgies 7(18,9) 2(18,2) -

- Myalgies 3(16,7) 3(27,3) -
Fiévre 2(11,1) 2(18,2) -
Atteinte rénale 7(38,9) 2(18,2) 0,55
Evénements thrombotiques 6 (33,3) 1(9,1) 0,26

- Evénements veineux 4(22,2) 0(0) -
- Evénements artériels 2(11,1) 1(9,1) -
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Les fréquences de survenue des manifestations rhumatologiques et des neuropathies sont
équivalentes dans les deux groupes. Les manifestations thrombotiques et 'atteinte rénale

semblent plus fréquentes dans le groupe “CF+/CG+” mais sans atteindre la significativité.

Sur le plan biologique (tableau 2.2.) le taux de cryogobulinémie, la créatininémie, la
clairance de la créatinine (formule MDRD), le fibrinogéne et la CRP ne différent pas dans les
deux groupes, de méme que le C3, C4 et CH50. Par contre les taux d'a-1 et d’ a-2
globulinémies sont significativement plus élevées dans le groupe “CF+/CG+” en
comparaison du groupe “CG+/CF-". Dans le groupe "CF+/CG+” : les cryoglobulines sont de
type | dans un cas, de type Il dans 8 cas et de type lll dans 9 cas. Dans le groupe
“"CG+/CF-" : les cryoglobulines sont de type Il pour 4 patients, de type Ill pour 6 patients et
indéterminée pour 1 patient (p=1).

Tableau 2.2. : caractéristiques biologiques des 29 patients ayant une vascularite cryoglobulinémique en
fonction de la présence ou de I’absence de cryofibrinogénémie

Groupe CF+/CG+ Groupe CG+/CF-

N=18 N=11 p
Cryoglobulinémie, mg/l, Med * 1IQ 89+ 124 68 + 82 0,32
Cryofibrinogénémie, mg/l, Med £ 11Q 70+ 174 NA NA
C3, g/l, Moy * ET 1,03+0,28 0,99 + 0,30 0,69
C3 abaissé, n (%) 5(27,8) 2(18,2) 0,62
C4, g/l, Med 2 11Q 0,19+0,13 0,19+0,12 0,86
C4 abaissé, n (%) 9 (50) 5 (45,45) 1
CH 50, %, Med = 1IQ 86 + 44 91,22 0,08
CH 50 abaissé, n (%) 6 (33,3) 1(9) 0,21
Créatininémie, ymol/l, Med * lIQ 76 + 43 69 + 29 0,32
DFG (MDRD), ml/min, Moy * ET 75,9 £ 31,7 83,56 + 28,5 0,47
Fibrinogéne, g/l, Moy * ET 3,36 £1,75 3,29+1,12 0,09
a1-globulinémie, g/l, Med * 1IQ 4,40+1,2 2,90 £ 0,80 0,03
a2-globulinémie, g/l, Med % lIQ 8,0+ 1,90 7,10 £ 1,40 0,005
CRP, mg/l, Med £ 11Q 525+225 5+10,5 0,47

Moy : moyenne. Med : médiane. ET : écart-type. 1IQ : intervalle interquartile. MDRD : Modification of the Diet in Renal Disease. NA : non applicable
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En ce qui concerne les pathologies associées (tableau 2.3.) : les maladies auto-immunes
sont fréquentes chez les patients souffrant d’'une vascularite cryoglobulinémique et sans
différence entre les deux groupes. Par contre, les néoplasies sont significativement plus

fréquentes dans le groupe “CF+/CG+”.

Tableau 2.3. : pathologies associées chez les 29 patients ayant une vascularite cryoglobulinémique
en fonction de la présence ou de I'absence de cryofibrinogénémie

Groupe CF+/CG+ Groupe CG+/CF-
N=18 N=11 p
Diabéte 1(5,5) 2(18,2)
Maladie auto-immune 11 (61,1) 5 (45,45) 0,41
Connectivite 5(27,8) 3(27,3) 1
Néoplasie 7 (38,9) 0 (0) 0,03
- Tumeur Solide 3(16,7) 0(0)
- Hémopathie 4(22,2) 0(0)
Pathologie infectieuse 2(11,1) 0(0)
-VHC 0(0) 0(0)

111.3.2. Facteurs associés a la présence d’une vascularite

Nous avons dans un premier temps regardé lassociation entre la présence d’'une
cryofibrinogénémie et la présence d’une vascularite cryoglobulinémique. En n’utilisant aucun
seuil de concentration puis en utilisant un seuil supérieur ou égal a 50 mg/L (n=13) de

cryofibrinogénémie, aucune caractéristique n’était associée a la présence d’une vascularite.

En utilisant un seuil =2 100 mg/L (n=11), la cryofibrinogénémie est le seul facteur
indépendamment associé a la présence d'une vascularite chez les patients ayant une
cryoglobulinémie (tableau 3.1.) (OR = 2,86 ; 1C95% [1.06-7.73]). Pour la présence d’'une
vascularite, la sensibilité est de 41%, la spécificité de 81%. La valeur prédictive positive est

de 48% et la valeur prédictive négative de 76%. Concrétement, la moitié des patients ayant

19



un taux = 100 mg/L de cryofibrinogénémie associée a une cryoglobulinémie ont une

vascularite.

Tableau 3.1. Association entre la présence d’une cryofibrinogénémie = 100 mg/L et la présence d’'une
vascularite cryoglobulinémique

Analyse univariée Analyse Multivariée

OR [95%CI] p OR [95%CI] p

Cryofibrinogénémie 2 100 mg/L 2,86 [1,06-7,73] 0,04 2,86 [1,06-7,73] 0,04
Cryoglobulinémie, g/L (par quartiles) 0,93 [0,39-2,24] 0,9 - -
<40 mg/L 1 - - -
240 mg/L et < 80 mg/L 0.52[0.15-1.80] 0.3 - -
280 mg/L et < 150 mg/L 0.58 [0.17-2.05] 0.4 - -
2150 mg/L 0.78 [0.24-2.56] 0.7 - -
Age (par quartiles) - 0,5 - -
<46 ans 1 - - -
246 ans et < 54 ans 0,59 [0,15-2,26] 0,4 - -
2 54 ans et < 66 ans 0,71[0,19-2,59] 0,6 - -
266 ans 1,37 [0,42-4,51] 0,6 - -
Sexe masculin 0,66 [0,26-1,67] 0,4 - -
C3 diminué 1,63 [0,53-4,97] 0,4 - -
C4 diminué 1,64 [0,64-4,18] 0,3 - -
CH50 diminué 2,37[0,73-7,68] 0,1 - -
Connectivite 0,66 [0,26-1,66] 0,4 - -
Cancer 1,25 [0,44-3,55] 0,7 - -
Hépatite B ou C 0,72[0,14-3,78] 0,7 - -

111.3.3. Facteurs associés au recours thérapeutique

Le troisieme objectif secondaire était de déterminer les facteurs associés a la mise en place
d’un traitement par corticoides, immunosuppresseurs et/ou échanges plasmatiques chez les

patients ayant une vascularite cryoglobulinémique.
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Dans un premier temps on été comparés dans les deux groupes le recours a un traitement.

Les résultats sont indiqués dans le tableau 4.1.

Tableau 4.1. Traitements mis en place chez les 29 patients ayant une vascularite cryoglobulinémique en
fonction de la présence ou de I’absence de cryofibrinogénémie

Groupe CF+/CG+ Groupe CG+/CF- P
N=18 N=11
Recours a un traitement spécifique 15 (83,3) 4 (36,6) 0,017
de la vascularite
Amputation 3(16,67) 2(18,2) -
1% ligne thérapeutique
- corticothérapie 13 (72,2) 1(9,1) 0,001
- Immunosuppresseur 8 (44,4) 3(27,3) 0,44
- Echanges plasmatiques 5(27,8) 0(0) 0,12
- Anticoagulants 2(11,1) 1(9,1) -
- Antiaggrégants 6 (33,3) 1(9,1) -
2 2°™ ligne thérapeutique 5(27,8) 2(18,2) -

Dans le groupe “CF+/CG+” le recours a un traitement était trés fréquent (15 cas sur 18). En
premiére ligne, celui-ci reposait sur la corticothérapie chez 13 des 15 patients et était utilisée
en monothérapie dans 5 cas. Un traitement immunosuppresseur était utilisé dans 8 cas. |l
s’agissait du rituximab dans 5 cas, du cyclophosphamide dans 2 cas (dont un cas
d’association rituximab — cyclophosphamide), de [I'azathioprine dans 1 cas et du
methotrexate dans 1 cas. Les échanges plasmatiques ont été mis en place a 5 reprises.

Trois amputations ont été nécessaires et un décés survenu.

Dans le groupe “CG+/CF-" un traitement a été mis en place chez 4 patients, soit un tiers des
cas. En premiére ligne une corticothérapie a été mise en place chez 1 patient et une
immunosuppression chez 3 patients (methotrexate pour 2 et azathioprine dans 1 cas). Aucun

décés n’est survenu dans ce groupe.
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Ensuite, nous avons regardé les caractéristiques indépendamment associées au recours a
un traitement par corticoides, immunosuppresseurs et/ou échanges plasmatiques. Les
résultats, indiqués dans le tableau 4.2., montrent que le seul facteur associé au recours
pharmacologique est la présence d'une cryofibrinogénémie, quel que soit son taux

(OR=22.7; 1C95% [2.02-256.44]).

Tableau 4.2. : Association entre la présence d’une cryofibrinogénémie et le recours a un traitement par
corticostéroides, immunosuppresseurs et/ou plasmaphéréses chez les patients ayant une vascularite
cryoglobulinémique

Analyse univariée Analyse multivariée

OR [95%CI] p OR [95%Cl] p
Présence d’une Cryofibrinogénémie * 9,33 [1,65-52,68] 0,01 22,75 [2,02-256,44] 0,01
Cryoglobulinémie 2 65 mg/L (valeur médiane) vs < 65 mg/L 1.12 [0.26-4.94] 0.9 - -
Age 2 65 ans versus < 65 ans 1,40 [0,30-6,53] 0,7 - -
Sexe masculine 0,61 [0,12-3,16] 0,6 - -
C3 diminué B 0,9 - -
C4 diminué * 4,00 [0,80-20,02] 0,09 8,24 [0,80-84,48] 0,08
CH50 diminué * 8,25[0,82-82,66] 0,07 - -
Présence d’au moins une atteinte d’organe versus 2,22 [0,36-13,54] 0,4 - -
atteintes uniquement cutanée et/ou rhumatologique
Cancer * 6,00 [0,62-58,39] 0,1 - -
Connectivite 2,73 [0,44-16,75] 0,3 - -
Hépatite B ou C 0,69 [0,04-12,20] 0,8 - -

*: caractéristiques utilisés pour I’analyse multivariée en raison d’une p<0.2 en analyse univariée
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Discussion

Notre étude est la premiére a avoir analysé [linfluence de la présence d'une
cryofibrinogénémie chez les patients ayant une cryoglobulinémie en dehors du contexte
spécifique de l'infection par le VHC [19]. Le nombre de patients atteints par cette pathologie
était d’ailleurs faible dans notre étude (n=7). Notre étude montre des résultats trés
intéressants : 1) la fréquence des néoplasies est augmentée en cas de cryofibrinogénémie
chez les patients porteurs d’'une cryoglobulinémie en comparaison des porteurs d’une
cryoglobulinémie isolée ; 2) une cryofibrinogénémie = 100 mg/L est un facteur de risque
indépendant de survenue d'un événement thrombotique veineux et de vascularite
cryoglobulinémique ; 3) la présence d’'une cryofibrinogénémie est un facteur indépendant de
recours a un traitement intensif (corticothérapie, immunosuppresseurs et/ou échanges
plasmatiques) chez les patients ayant une vascularite cryoglobulinémique (définie par les

critéres de la cohorte francaise CryoVas).

Le caractéere rétrospectif de notre travail engendre les biais habituels de ce type d’étude,
notamment en termes de recueil de données manquantes ou non renseignées. Ceci peut
conduire a minimiser la portée des résultats. Il est toutefois extrémement difficile de mener
une étude prospective sur une pathologie aussi rare, et la seule étude prospective publiée

décrivait I'évolution des patients ayant une cryofibrinogénémie essentielle [15].

Nous avons considéré comme négative toute information qualitative manquante. La
présence ou l'absence de syndrome de Raynaud était I'information clinique la plus
fréquemment non renseignée. Sur le plan biologique la valeur de la fibrinogénémie était

souvent manquante.

Les autres études concernant les cryofibrinogénémies se sont intéressées aux
cryofibrinogénémies essentielles et/ou secondaires en I'absence de cryoglobuline [10, 11,
15, 16], a la recherche systématique du cryofibrinogéne : chez 111 patients consécutifs

hospitalisés en néphrologie [17], chez les patients atteints de néphropathie a dépdts d’IgA
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[6], de maladies inflammatoires intestinales [4] ou d’ostéonécrose non traumatique [18]. Une
autre étude a inclus, entre 1990 et 1994, 220 patients ayant eu une recherche de
cryofibrinogénémie et de cryoglobulinémie, avec un tableau de cryopathie dans un service
de médecine interne. Trente patients ayant une cryofibrinogénémie isolée ont été comparés
a ceux ayant a la fois une cryofibrinogénémie et une cryoglobulinémie (n=19) [3]. Le dosage
du cryofibrinogéne était plus élevé dans le groupe “cryofibrinogénémie isolée” et les
maladies associées significativement plus fréquentes dans le groupe “cryofibrinogénémie et
cryoglobulinémie” (47% vs 79%). La plupart de ces études ont donc exclu les patients ayant

une cryoglobulinémie associée a la cryofibrinogénémie.

Notre effectif, avec 214 patients inclus ayant eu une recherche des deux cryoprécipités, fait
de notre étude I'une des plus importantes (tableau 5). La période d”inclusion était courte (2
ans), comparativement aux études de Blain et al. et Soyfoo et al. qui ont inclus
respectivement 220 et 232 patients mais sur des périodes de 4 et 3,5 ans [3, 10]. Ceci peut
étre expliqué par une recherche plus active des cryofibrinogénémies au CHU de Toulouse
du fait que la cryofibrinogénémie était 'une thématique du Centre de Compétence des

Maladies Auto-Immunes en 2011-2012.

Parmi les études publiées, les critéres d’inclusions comprenaient soit au moins une
recherche positive de cryoprécipité [3, 17, 19] soit au moins 2 recherches positives [10, 11].
Une confirmation anatomopathologique faisait partie des critéres d’inclusion dans les études

de Belizna et al. [15, 16].

Nous n’avons pas exigé, pour l'inclusion dans notre étude, la présence d’une concentration
seuil pour les cryoprécipités, contrairement a d’autres auteurs. Ainsi, une concentration des
cryoprécipités supérieure ou égale a 50 mg/L était exigée dans les études de Delluc et al,
Saadoun et al. et Blain et al. [3, 11, 19]. Ce seuil avait été fixé suite au travail princeps de
Blain et al. dans lequel soixante-douze sujets sains donneurs de sang avaient bénéficié

d’'une recherche de cryofibrinogéne et de cryoglobuline [3]. La cryoglobulinémie était positive
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chez 2 donneurs (soit 2.8%) a des titres de 10 et 30 mg/L et la cryofibrinogénémie était
positive chez 5 donneurs (soit 7%) a une concentration moyenne de 23 + 5 mg/L. La
pertinence de ce seuil de 50 mg/L n’a pas fait 'objet d’études ultérieures. Il est cependant
important de noter qu’il n’y a pas de relation nette entre le taux de la cryoglobuline dans le
sérum et les manifestations cliniques [24]. De plus, la présence et la concentration de la
cryoglobuline (et par analogie du cryofibrinogéne) dépendent des conditions de transport et
de préléevement. En effet la cryoglobuline peut précipiter a des températures élevées,
supérieures a 30°C. Ceci pouvant, en partie, expliquer I'apparition d’'un purpura puisque la
température de la peau est de I'ordre de 28°C [24]. Cette notion devrait donc imposer non
seulement un transport a 37°C et une centrifugation dans I'heure suivant la prise de sang,
mais aussi l'utilisation de tubes préchauffés pour le prélévement sanguin, précaution qui

nous parait peu mise en ceuvre dans les services ayant adressé les prélevements.

La cryoglobulinémie a été déterminée 8 jours aprés le prélévement de fagon uniformisée
conformément a la méthode proposée par Musset et al. pour la caractérisation des
cryoglobulinémies [25]. Ce délai a été également utilisé dans plusieurs études pour la
recherche de cryofibrinogéne [3, 10, 11, 17]. Un délai de 3 jours est utilisé au CHU de
Toulouse comme dans les travaux de Belizna et al. [15, 16]. Aucune étude n’a comparé les
lectures a 3 ou 8 jours pour déterminer si ce délai influence la détection et le taux du
cryofibrinogéne. Le dosage de la cryofibrinogénémie est déterminé par la mesure de la
densité optique par spectrophotométrie a 280 nm (correspondant a la densité optique de
'absorbance du tryptophane et de la tyrosine). La gamme étalon est réalisée en utilisant du
fibrinogéne et des gammaglobulines humaines purifiées provenant du centre de transfusion
sanguine dans les études parisiennes [3, 11, 17, 19]. Dans I'étude Bruxelloise de Soyfoo et

al. la gamme étalon était réalisée en utilisant I'albumine bovine [10].
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Au CHU de Toulouse, les immunoglobulines polyclonales (Tegeline®) sont utilisées pour
effectuer les gammes étalons nécessaires pour quantifier les deux cryoprécipités. L'impact

de ces conditions techniques différentes sur le résultat final n’est pas connu.

Tableau 5 : matériels et méthodes des principales études concernant les cryofibrinogénémies

Saadoun et al. Blain et al. Soyfoo et al. Terrier et al. Delluc et al. Belizna et al. Notre étude
Type d’étude Rétrospective Rétrospective Rétrospective Rétrospective Rétrospective Rétrospective Rétrospective
Monocentrique Monocentrique Monocentrique Monocentrique Monocentrique Multicentrique Monocentrique
Durée de 10 ans 4 ans 3,5ans 2 mois 7 ans 10,5 ans 2ans
I'étude
Méthode de | Tubes citratés Tubes citratés Tubes EDTA Tubes citratés Tubes citratés Tubes citratés | Tubes citratés

recherche de la
CF

ou oxalate

Lecture a 8 | Lecture a 8 | Lecture a 8 | Lecture a 8 | Lecture a 7 Lecture a 3
jours jours jours jours jours Lecture a 3 | jours
jours
Criteres Demande de | Demande de | Demande de | Bilan de | VHC non traités Toute détection | Demande
d’inclusion CF CF CF néphropathie de CF concomitante
Demande de CF et CG
22 CP positifs CP > 50 mg/L 22 CP positifs concomitante
de CF et CG
CP > 50 mg/L
CP > 50 mg/L
Effectif initial, n 2312 220 232 105 143 NM 214
CF+/CG-, n 60 37 117 11 6 61 12
CF+/CG+, n 455 23 5 47 6 61
CG+/CF-, n NM 10 NM 4 37 NA 43

CF : cryofibrinogénémie. CG : cryoglobulinémie. CP : cryoprécipité. NM : non mentionnée.

Dans notre étude, dix pourcent des patients avaient une cryofibrinogénémie isolée, 37 % une
la cryoglobulinémie isolée et 53 % une cryofibrinogénémie associée a une cryoglobulinémie.
La répartition entre ces 3 groupes (CF+/CG- ; CF+/CG+ ; CF-/CG+) varie selon les études
(Tableau 5). Chez nos patients, elle était proche de celle retrouvée par Delluc et al., étude
pourtant différente en terme de recrutement puisqu’il s’agissait uniquement de patients ayant
une hépatite C. Saadoun et al retrouvaient également 5 fois plus de patients dans le groupe
“"CF+/CG+” que dans le groupe “CF+/CG-“. Les différences de répartition entre ces 3
groupes de patients pourraient étre liées aux modalités de recrutement. Dans notre étude les
patients proviennent des services de médecine interne du CHU et de I'hopital Joseph
Ducuing dans 62 cas (53%), de néphrologie dans 43 cas (37%), de dermatologie dans 5 cas,

de médecine vasculaire dans 4 cas, de neurologie et endocrinologie dans 1 cas.
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La forte prévalence des manifestations thrombotiques est classiquement retrouvée au cours
des cryofibrinogénémies essentielles ou secondaires (de 6 a 55.5%) [14]. Sur 111 bilans
consécutifs de néphropathie, la seule manifestation statistiquement différente en cas de
cryofibrinogénémie positive était d’ailleurs la thrombose (36% vs 0), soit veineuse, soit -plus
rarement- artérielle [17]. Dans notre étude, la présence d’'une cryofibrinogénémie = 100 mg/L
était fortement associée a la présence d’événements thrombotiques veineux (les néoplasies
ne ressortant pas statistiquement comme facteur confondant). Ceci est en accord avec les
données de Saadoun et al. retrouvant des concentrations de cryofibrinogénémie plus
élevées chez les patients ayant eu des complications thrombotiques [11]. Ces événements
semblent aussi plus fréquents dans le groupe “CF+/CG+” que dans le groupe “CG+/CF-,
mais cette différence n’est pas significative, peut étre du fait d'un manque de puissance.
L’augmentation du risque de thrombose veineuse profonde en cas de cryofibrinogénémie
positive chez les patients ayant une cryoglobulinémie pourrait justifier la mise en place
d’études spécifiques afin de préciser l'intérét d’'une prévention ainsi que ses modalités

(antiagrégant, anticoagulant, pro-fibrinolytique...).

Le risque thrombotique accru conduit a discuter la physiopathologie de Ia
cryofibrinogénémie. Notre étude conforte I'hypothése de la participation d’un défaut de
fibrinolyse a l'apparition d’'un cryofibrinogéne. En effet, nous avons mis en évidence des
concentrations significativement plus élevées d’ a-1- et d’a-2 globulinémies dans le groupe
“"CF+/CG+”. Ceci ne parait pas du a un syndrome inflammatoire plus marqué puisque les
concentrations de CRP étaient comparables dans les deux groupes. [14]. Le cryofibrinogéne
est un complexe insoluble se formant a des températures basses. Ce complexe est toujours
composé de fibrinogéne, de fibronectine et de fibrine. Il peut également contenir de
lalbumine, de [l'a-1 antitrypsine, de [I'a2-macroglobuline et/ou une ou plusieurs
immunoglobulines [3, 9, 26, 27]. La fibronectine agit comme un noyau autour duquel vont se
lier les complexes de fibrine-fibrinogéne [26]. Le fibrinogeéne est incorporé au cryoprécipité

grace a sa capacité a former un complexe avec la fibrine. Un défaut de fibrinolyse a été
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évoqué suite a la mise en évidence dans le plasma d’une augmentation des concentrations
d’a-1 antitrypsine et d’a2-macroglobuline qui sont des inhibiteurs de la plasmine et donc de
la fibrinolyse [2, 8]. Le défaut de fibrinolyse est aussi suggéré par 'augmentation du temps
de lyse des euglobulines chez des patients porteurs de cryofibrinogéne (test global de la
fibrinolyse mesurant le temps de lyse d’un plasma dépourvu en inhibiteurs de la fibrinolyse)
[8]. Saadoun et al. ont rapporté I'évolution des marqueurs de fibrinolyse chez un patient
atteint d’'une cryofibrinogénémie essentielle grave (épisodes thrombotiques artériels et
veineux a répétition ainsi que des nécroses distales avec nécessité d’amputation) [11]. Au
diagnostic, les taux de fibrinogéne, d’a-1 antitrypsine, d’a2-macroglobuline et le temps de
lyse des euglobulines étaient élevées. Sous traitement par alteplase intra-veineux (activateur
tissulaire recombinant du plasminogéne : rt-PA), ces paramétres se sont normalisés, en
paralleéle de la disparition de la cryofibrinogénémie et de la guérison clinique. Cependant ces
anomalies n‘ont pas été rapportées dans certaines études [3, 10]. Les traitements

fibrinolytiques avaient d’ailleurs déja été rapportés comme étant efficaces [28-33].

En se liant a la thrombine, le cryofibrinogéne est a l'origine d’occlusions micro-vasculaires se
traduisant par une vasculopathie. Les Iésions anatomopathologiques décrites en cas de
cryofibrinogénémies, quelque soit le site anatomique étudié (peau, muscle, rein, poumon),
sont des thombi endo-vasculaires éosinophiles. Un infiltrat inflammatoire est possible (de

type lymphocytaire le plus souvent), ainsi que la présence de granulomes [15, 16, 34].

Notre étude confirme qu’une cryofibrinogénémie est généralement associée a la présence
d’'une cryoglobulinémie. De plus, lorsque les deux composés sont présents, leurs dosages
respectifs sont étroitement corrélés. Ceci fait poser la question, chez ces patients, de
I'existence d’'un seul cryoprécipité, a savoir une cryoglobuline contenant du cryofibrinogéne
ou du fibrinogéne. Ce cryoprécipité serait identifie comme étant un cryofibrinogéne dans le
plasma, et comme une cryoglobuline dans le sérum du fait de la consommation du
fibrinogéne lors de la formation du caillot. Les travaux de Blain et al. ont permis de répondre

a cette hypothése [3]. Dans leur étude, le cryofibrinogéne du groupe “CF+/CG-" contenait
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rarement (10% des cas) une/des immunoglobuline(s) alors que le cryofibrinogéne du groupe
"CF+/CG+” contenait une/des immunoglobuline(s) dans 80% des cas, dont le type était
similaire a celui identifié au sein de la cryoglobuline [3]. A contrario, le fibrinogéne n’était pas
identifié au sein des cryoglobulines.

Histologiquement des dépdts d’'IgM, d’'IgA et de C3 ainsi que de dépdts de complexes
immuns ont été retrouvés chez des patients ayant une cryofibrinogénémie [34-36]. La
présence de ces dépbts en immunofluorescence peut étre secondaire a la capacité de la
fibronectine a se lier aux immunoglobulines circulantes ou aux complexes immuns [37, 38]. Il
est important de noter que les cryofibrinogénémies ne s’accompagnent pas d’une
consommation du complément, témoignant d’'une physiopathologie distincte de celle de la

cryoglobulinémie [12-14].

Notre étude montre que la cryofibrinogénémie est un facteur, ou un marqueur, de sévérité de
la cryoglobulinémie puisque la détection du cryofibrinogéne était, dans notre travail,
associée de facon indépendante a un traitement par corticoide, immunosuppresseur et/ou

plasmaphéréses.

Le caractére rétrospectif de notre étude et la durée médiane de suivi inférieure a 12 mois
n’ont pas permis d’étudier une relation éventuelle entre un score de gravité de la vascularite
et la présence du cryofibrinogéne. Néanmoins, le recours aux corticoides, aux
immunosuppresseurs et/ou aux plasmaphéréses nous parait étre un marqueur robuste d’'une
gravité accrue. Il a d’ailleurs déja été montré que la présence d’'une cryofibrinogénémie était
associée a une plus grande sévérité des maladies inflammatoires intestinales, de la
néphropathie a IgA et de I'ostéonécrose non traumatique [4, 6, 18]. En cas d’hépatite C, le
cryofibrinogéne était associé a la présence d’'une vascularite mais n’influengait pas

I'évolution sous traitement [19].
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Nous avons utilisé dans notre étude des critéres de vascularite cryoglobulinémique utilisés
dans la cohorte frangaise CryoVas ainsi que dans d’autres publications [20-22, 39-42].
Cependant nous n’avons pas utilisé comme critére de vascularite cryoglobulinémique les
lésions anatomopathologiques isolées (sans cryoglobuliémie associée). Ce critere
d’inclusion n’était évidement pas envisageable dans notre étude compte tenu du mode de
recrutement par le laboratoire d’'Immunologie et de I'absence de documentation histologique
de la vascularite dans de nombreux dossiers. Dans notre étude, la vascularite était
confirmée par une biopsie cutanée chez 2 patients et rénale chez 3 patients dans le groupe
“"CF+/CG+” et par une biopsie cutanée chez 2 patients dans le groupe “CG+/CF-". Aucun de
ces examens anatomopathologiques ne décrivait la présence de thrombi endocapillaires
éosinophiles décrits dans les lésions de cryofibrinogénémie. Le fait que la
cryofibrinogénémie soit méconnue incite a informer nos confréres anatomopathologistes sur
ses spécificités lésionnelles. De plus, que ce soit en cas de cryofibrinogénémie ou de
cryoglobulinémie, la confirmation anatomopathologique n’est probablement pas assez

recherchée.

Dans d’autres études cliniques le diagnostic de vascularite cryoglobulinémique repose « sur
la présence d’'une cryoglobulinémie et d’un purpura, d’arthralgies avec parfois une atteinte
rénale ou neurologique » [43-45]. La classification de Chapel Hill précisait uniquement que la
vascularite cryoglobulinémique est une « Vasculite avec des dépdts de cryoglobuline,
touchant les petits vaisseaux et associée a une cryoglobuline dans le sérum. La peau et les
glomérules sont fréquemment touchés » [46]. En 2011, des critéres internationaux de
classification ont été proposés (annexe 1) [47]. La présence d’un item de questionnaire, le
faible nombre de recherches du facteur rhumatoide chez nos patients et la nécessité de
deux dosages positifs de la cryoglobuline nous ont incités a ne pas l'utiliser. Par contre, les
patients de notre étude répondant aux critéres CryoVas répondaient également a litem
clinigue des criteres de classification proposés en 2011. Pour mémoire, cette classification

n'utilise pas non plus de critére anatomopathologique ni de concentration seuil de
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cryoglobulinémie. Les critéres d’Invernizzi et al. de 1995 ont été peu utilisés [48]. Ces
critéres incluent des critéres majeurs biologiques (présence d’'une cryoglobulinémie et baisse
du C4), clinique (purpura présent), anatomopathologique (vascularite leucocytoclasique) et
des critéres mineurs (facteur rhumatoide positif, hépatite B ou C, infiltrat clonal lymphocytaire
B sur une biopsie hépatique ou osseuse, glomérulonéphrite membrano-proliférative,

ulcérations cutanés et neuropathie périphérique) [49].

Dans notre étude, peu de patients porteurs d’'une cryoglobulinémie avaient une hépatite
virale C alors que I'association représente 80-90% des cas dans la littérature [48, 50, 51].
Ceci est expliqué par le recrutement des services demandeurs et par le fait qu’aucune
demande n’émanait des services de gastro-entérologie. Le purpura était présent chez la
moitié des patients ayant une vascularite cryoglobulinémique. Ceci differe des 75% de
purpura dans la cohorte CryoVas incluant 242 patients mais correspond a la publication de
Saadoun et al. de 2006 concernant les patients porteurs d’'une cryoglobulinémie mixte non
liée au VHC, dans laquelle un purpura était retrouvé chez 58% des patients ayant un
vascularite cryoglobulinémique (définie également par les critéres CryoVas) [22, 50]. Dans
notre travail, la présence d’une cryoglobulinémie de type Ill (classiquement moins associée
au purpura) dans la moitié des cas ainsi que le type détude (étude rétrospective
systématique vs cohorte de cas rapportés) permettent probablement d’expliquer ces

différences [22, 50].

Les connectivites étaient plus fréquentes dans notre étude que dans la littérature ou elles
sont présentes chez un tiers des patients [22, 50]. Par contre la fréquence des hémopathies
dans le groupe “CF+/CG+” correspond aux publications concernant les cryoglobulinémies

mixtes [22, 50].

La prise en charge de la vascularite cryoglobulinémique n’est pas codifiée [39, 51, 52]. Les
formes mineures ou modérées (ie : purpura isolé) peuvent bénéficier d’'une abstention

thérapeutique ou de traitements simples (AINS, colchicine, disulone) [39]. Nous nous
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sommes intéressés a linfluence de la présence d'une cryofibrinogénémie en cas de
vascularite cryoglobulinémique. Le recours a une corticothérapie, immunosuppression et/ou
échanges plasmatiques étaient statistiquement plus fréquent dans le groupe "CF+/CG+”.
Comme nous l'avons vu la fréquence des atteintes cliniques sévéres étaient similaires dans
les deux groupes, de méme que la fréquence des connectivites. Dans la littérature, un
traitement est instauré dans 9 cas sur 10. La corticothérapie est la thérapeutique de choix,
mise en place en monothérapie dans la moitié des cas. Les immunosuppresseurs sont mis
en place dans 25-30% des cas, aux premiers rangs desquels le cyclophosphamide et
l'azathioprine mais également de plus en plus le rituximab [22, 50]. Les échanges

plasmatiques sont nécessaires dans 10 a 25% des cas.
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Conclusion :

Cette étude est la premiére, en dehors du contexte spécifique de linfection par le VHC,
comparant le phénotype clinique de la vascularite cryoglobulinémique en fonction de la
présence ou de l'absence d'une cryofibrinogénémie. Nous étayons I'hypothése d’une
altération de la fibrinolyse a lorigine de la formation du cryofibrinogéne avec des
concentrations accrues d’al- et d’'a2-globulinémies pouvant témoigner d’'une augmentation
des taux d’al-antitrypsine et d’a2-macroglobuline. Nos résultats montrent que la présence
d’'une cryofibrinogénémie ne se traduit pas par des manifestations cliniques particuliéres.
Concernant les pathologies associées, la présence d’une cryofibrinogénémie est associée a
un risque de néoplasie accru. Lorsque son titre est = 100 mg/L, la cryofibrinogénémie est
fortement associée au risque d’événement thrombotique veineux et est le seul paramétre
indépendamment associé a la présence d’'une vascularite cryoglobulinémique. De plus, la
présence d’'une cryofibrinogénémie est le seul paramétre associé a la mise en place d’'un
traitement par corticothérapie et/ou immunosuppresseur, témoignant probablement de la
gravité supérieure des vascularites cryoglobulinémiques associées a une cryofibrinogénémie

par rapport a celles sans cryofibrinogénémie.

Ce travail encourage la mise en place d’études prospectives avec un suivi a plus long terme
afin d’affiner ces résultats et d’étudier plus précisément les mécanismes d’hémostase et de
fibrinolyse impliqués dans la vascularite cryoglobulinémique avec cryofibrinogénémie. La
présence dun cryofibrinogéne chez les patients porteurs d'une vascularite
cryoglobulinémique pourrait étre prise en compte dans la stratégie thérapeutique et dans la

conception et I'interprétation des études consacrées a cette maladie.
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Annexe 1 :
Critéres de classification de la vascularite cryoglobulinémique proposée par De Vita et al [47]

- Présence d’une cryoglobuline sur au moins 2 déterminations a 12 semaines d’intervalle
maximum
- Présence d’au moins 2 des 3 critéres (questionnaire, clinique, laboratoire)

i. ltem questionnaire : au moins 2 des 3 critéres suivants :

(a) Vous rappelez vous un ou plusieurs épisode de petits points rouges sur la peau, en
particulier sur les membres inférieurs ?

(b) Avez vous déja eu des points rouges sur les membres inférieurs qui ont laissé une
coloration brunatre en aprés avoir disparu ?

(c) Votre médecin vous a t'il déja dit que vous aviez une hépatite virale ?

ii. ltem clinique: au moins 3 des 4 critéres suivants (passés ou présents) :

(a) Signes généraux : asthénie, fievre (T°C > 38,8°C sans autre cause), état sub-fébrile,
fibromyalgie

(b) Atteinte articulaire : arthralgies, arthrites

(c) Atteinte vasculaire : purpura, ulcéres cutanés, vascularite nécrosante, syndrome
d’hyperviscosité, Raynaud

(d) Atteinte neurologique : neuropathie périphérique, atteinte d’'un nerf cranien, vascularite du
systéme nerveux central

iii. Item laboratoire : au moins 2 des 3 critéres suivants :
(a) Diminution de la fraction C4 du complément

(b) Facteur rhumatoide positif

(c) Présence d’'un pic monoclonal IgM
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Title : Cryoglobulinemia with or without cryofibrinogenemia : different phenotypes ? A
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Abstract : Cryofibrinogenemia is a poorly known cryoprotein that can be responsible for
small-vessel vasculopathy. It may co-exist with cryoglobulinemia. The objective of the study
was to determine whether the presence of cryofibrinogenemia is responsible for phenotypic
differences in patients with cryoglobulinemia. Using the database of the Immunology
Laboratory, 106 patients were enrolled. Cancers were more frequent in the group °
cryoglobulinemia associated with cryofibrinogenemia”. In the multivariate analysis, the risk of
venous thrombosis was increased and cryofibrinogenemia was the only factor associated
with cryoglobulinemia for cryofibrinogen concentrations =2 100 mg / L. In 29 patients with
cryoglobulinemic vasculitis, the presence of a cryofibrinogenemia (n=18) was independently
associated with the prescription of corticosteroids, immunosuppressive therapy and / or
plasma exchanges. So, there seems to be a specific phenotype associated with the
presence of cryofibrinogenemia in cryoglobulinemic patients, with or without vasculitis.
Prospective studies are needed to determine whether the presence of cryofibrinogenemia is

a prognostic factor of cryoglobulinemic vasculitis and whether a specific management is

necessary concerning thrombotic risk.
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cryoglobulinémie.106 patients ont été inclus a partir de la base de données du
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ayant une cryofibrinogénémie associée. En analyse multivariée, le risque
thrombotique veineux était augmenté et la cryofibrinogénémie était le seul facteur
associé a la présence d’'une vascularite cryoglobulinémique pour des concentrations
de cryofibrinogéne = 100 mg/L. Chez les 29 patients atteints d’'une vascularite
cryoglobulinémique, la présence d'une cryofibrinogénémie (n=18) était un facteur
indépendant associé au recours a une corticothérapie, immunosuppresseurs et/ou
aux échanges plasmatiques. Il semble donc bien exister un phénotype particulier
associé a la présence d’une cryofibrinogénémie chez les patients porteurs d’'une
cryoglobulinémie ou d’'une vascularite cryoglobulinémique. Des études prospectives
sont nécessaires pour déterminer si la présence d’'une cryofibrinogénémie est un
facteur pronostique des vascularites cryoglobulinémiques et si une prise en charge
spécifique est nécessaire, notamment concernant la prévention du risque
thrombotique.
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