ANNEXES



Annexe 1 : Appareillage

Lecteur ELISA (spectrophotométre) type MRX® AGITATEUR THERMIQUE

marque Dinex biosciences

Centrifugeuse Thermo C31 MULTIFUNCTION



Annexe 2 : Réactifs utilisés

Kit ELISA ACA Ig KIT ELISA ap2GPI IgA

CHROMOGENE ACAIII IgA DILUANT ACAIII IgA

CALIBRANTS ACA 111 IgA SOLUTION D’ARRET ACA III IgA



Annexe 3 : Mode Opératoire

> Exécution du test :

1. Porter tous les réactifs et les échantillons a température ambiante ( 20-26°C) avant de
les utiliser. Placer le nombre nécessaire de micro puits ou de barrettes sur le portoir.
Remettre immédiatement les barrettes non utilisées dans la pochette en aluminium avec

le dessiccant, fermer hermétiquement pour éviter toute condensation de vapeur d’eau.

2. Distribuer 100 pl des 5 Calibrants, des échantillons de patients dilués, des contrdles
négatif et positif dans les puits. NOTE: Les contrbles négatifs et positif sont prédilués
et préts a I"'emploi. La valeur et les limites de validité du contrdle positif sont indiqués
sur I"étiquette du flacon. Si le contr6le positif n"est pas compris dans ces limites, le test
devra étre recommencé. Si la valeur du contrdle est toujours hors limites, contactez Le
Service Technique d INOVA. Il est recommandé de tester tous les échantillons en
double.

3. Recouvrir les barrettes et laisser incuber pendant 30 minutes a température ambiante.
Le temps d"incubation commence aprés I"ajout du dernier échantillon.

4. Lavage: aspirer le contenu de tous les puits. Ajouter 200-300pl de tampon dilué dans
tous les puits et 1’aspirer ensuite completement. Répéter cette opération deux fois
supplémentaires pour un total de trois lavages. Aprés le dernier lavage, retourner la
plaque en la tapotant sur du papier absorbant, pour enlever tout liquide de lavage
résiduel. Pour l'aspiration, maintenir la méme séquence que celle utilisée lors de la

distribution des échantillons.



5. Distribuer 100 pl de conjugué HRP IgM dans chaque puits. Le conjugué doit étre prélevé
du flacon dans des conditions aseptiques. Prélever en une seule fois la quantité de conjugué
nécessaire a la réalisation de la série. Recouvrir les barrettes et incuber pendant 30 minutes

a température ambiante, comme décrit a 1’étape 3.

6. Lavage: Répéter la procédure décrite a 1’étape 4.
7. Distribuer 100 pl de chromogéne TMB dans chaque puits et laisser incuber a I"obscurité

30 minutes a température ambiante.

8. Ajouter 100 pl de solution d"arrét HRP dans chaque puits. Maintenir la méme séquence
et le méme timing lors de I"addition de la solution d"arrét que ceux utilisés lors de la
distribution du chromogene TMB. Tapoter délicatement les plaques pour bien mélanger
le contenu des puits.



9. Lire la densité optique (DO) de chaque puits a 450nm dans I"heure qui suit I"arrét de la
réaction. Pour une lecture bichromatique, la longueur d"onde de référence peut étre
620nm.

» Calcul des résultats:

e Déterminer la valeur moyenne de toutes les lectures doubles.

e Tracer la courbe de calibration pour 1’analyse des anticorps contre le log de leurs
concentrations. Utiliser le meilleur tracé de courbe. Alternativement un diagramme en
log/log peut étre utilisé. Les unités affectées aux calibrateurs sont inscrites sur I'étiquette
du flacon.

e Déterminer la concentration inconnue de I’APL a partir de 1’axe des « X » en lisant

I’absorbance correspondante sur I’axe des « Y ».
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GLOSSAIRE

AVC (accident vasculaire cérébral) : perte soudaine et non convulsive des fonctions
neurologiques due a un évenement vasculaire intracranien ischémique ou hémorragique. En
général, les AVC sont classés par localisation anatomique, distribution vasculaire, étiologie,

age de l'individu affecté et nature hémorragique ou non hémorragique de l'accident.

Avortement spontané ou fausse couche précoce : fausse couche survenant avant la 10éme

semaine de gestation (soit la 12éme semaine d’aménorrhée).

R2GPI (béta-2 glycoprotéine 1) : aussi appelée apolipoprotéine H, la R2GPI est une protéine
ayant une grande affinité pour les phospholipides chargés négativement ; elle joue un réle dans
la coagulation et dans la réponse immune ; c’est un cofacteur associé a la cardiolipine contre

lesquels sont dirigés des anticorps potentiellement thrombogenes.

CAPS (catastrophic antiphospholipid syndrome) : syndrome catastrophique des
anti-phospholipides.

Cardiolipine : phospholipide présent a la surface des mitochondries, extrait du cceur de beeuf

HELLP (Hemolysis, Elevated Liver enzyme, and a Low Platelet count in association with
pre-eclampsia) : syndrome associant une hémolyse, une cytolyse hépatique, une thrombopénie

et une pré-éclampsie.

INR (International Normalized Ratio) : rapport normalisé international: mode d’expression
standardisée du temps de Quick destiné a remédier aux variations dues aux différentes
thromboplastines utilisées dans les laboratoires d’analyse .L’INR est égal au rapport du temps
de Quick du malade sur le temps de Quick du témoin, ce rapport étant élevé a la puissance ISI

(indice de sensibilité international). L’INR normal chez un sujet non traité est égal a 1

Libman-Sacks (endocardite) : endocardite non infectieuse observée au cours du syndrome

des anti-phospholipides.

Livedo : érythrocyanose d’origine vasculaire, dessinant un réseau ; le livedo peut étre
physiologique (chez la femme jeune, livedo a mailles réguliéres et fines, non infiltré, siégeant
sur les membres, souvent déclive, et variant selon la température extérieure) ; le livedo peut-étre
pathologique (&ge tardif, aspect localisé ou suspendu, atteinte du tronc, caractere infiltré...) et

désigné alors sous le terme de livedo reticularis ; le livedo reticularis est observé chez bon



nombre de patients atteints de syndrome des anti-phospholipides ; il existe aussi d’autres causes
de livedo pathologique (vascularites, processus emboligénes, , syndromes myéloprolifératifs, s,

médicaments...).

Naissance prématurée : naissance survenant avant la 34éme semaine de gestation (soit la

36eéme semaine d’aménorrhée).

Perte feetale : fausse couche survenant apres la 10eme semaine de gestation (soit la 12éme

semaine d’aménorrhée).

Pré-éclampsie : syndrome général qui atteint 5 % de femmes enceintes, classiquement au
dernier trimestre de la grossesse, et qui associe une hypertension artérielle, une protéinurie, des
cedémes, une hyperuricémie, une thrombopénie, une augmentation des ASAT et un retard de

croissance in utero. Sans traitement I'évolution se fait vers I'éclampsie.

Eclampsie : complication survenant en fin de grossesse, se traduisant par des cedémes, la
présence de protéines dans les urines et une hypertension artérielle suivis d’une crise

convulsive (phase tonique puis clonique suivie de coma post critique

Sneddon : syndrome associant accidents vasculaires cérébraux, livedo reticularis et

hypertension artérielle.

TCA (temps de céphaline activé) : c'est le temps de coagulation d'un plasma citraté
déplaquetté auquel on ajoute un activateur des facteurs contacts, la céphaline, substitut du
facteur 3 plaquettaire, puis apres incubation a 37°c du CaCl2 M/40. Le TCA normal varie
suivant les activateurs, les céphalines commerciales et les appareils utilisés, de 30 a 40 secondes
en général. La limite de la zone de normalité, a déterminer par chaque laboratoire, est située 6 a

10 secondes au-dessus du témoin.

TPHA (Treponema Pallidum Haemagglutination Assay) : test d’hémagglutination avec
antigéne tréponémique utilisé pour le diagnostic sérologique de la syphilis ; ce test se positive
en 5 a 7 jours aprés 1’apparition du chancre ; ce test est assez spécifique mais peut parfois étre

pris en défaut et doit alors étre complété par un test FTA.

VDRL : Veneral Disease Research Laboratory test: test de dépistage avec antigéne non
tréponémique (cardiolipine) utilisé pour le diagnostic de la syphilis ;ce test se positiveen5a 7
jours aprés 1’apparition du chancre ; ce test n’est pas spécifique de la syphilis et se positive en

cas d’anticorps anti-cardiolipine.
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Le syndrome des antiphospholipides (SAPL) est une affection auto-immune, caractérisé sur le
plan clinique par des événements thrombotiques ou obstétricaux et sur le plan immunologique
par la présence d’auto-anticorps qui favorisent la thrombose (90).

Les Auto-anticorps retrouvés au cours du SAPL sont une famille trés hétérogéne d’anticorps
circulants qui reconnaissent comme antigéne soit directement les phospholipides (PL), soit des
protéines se fixant sur les PL comme la béta-2-glycoprotéine | (B2GPI). Ils peuvent étre
transitoires lors de certaines infections ou persistants au cours du SAPL (42).

Les criteres de classification du SAPL établis en 2006 lors de la conférence de Sydney
indiquent la nécessité d’objectiver la présence persistante d’au moins un des auto-anticorps
parmi les suivants : anticoagulants circulants lupiques ou lupus anticoagulants (LA), anticorps
anticardiolipine (ACA) et anticorps anti-béta2glycoprotéine | (af2GPI), chez un malade donné
présentant des manifestations cliniques thrombotiques ou obstétricales (90) (44).

Cependant d’autres manifestations cliniques en rapport avec les APL sont observées chez les
patients atteints de SAPL telle que le livedo réticularis et les accidents ischémiques transitoires.
D’autre part de nombreux auto-anticorps non conventionnels tel que les anticorps anti-
phosphatidyl-éthanolamine ou les anticorps anti-complexes phosphatidylsérine/prothrombine
pourraient avoir un intérét diagnostic en 1‘absence des anticorps habituellement présents, mais
font encore 1‘objet d‘évaluation (42).

I1 en est de méme pour les isotype IgA des APL (anti cardiolipine et anti B2GP1) qui font I’objet
de controverses sur la possibilité de les introduire dans la démarche diagnostic du SAPL(117).
La définition méme du SAPL est donc jusqu’a ce jour en perpéetuel remaniement vu le grand
éventail des marqueurs biologiques et des signes cliniques qui accompagnent cette entité.

Des congres internationaux sur les anticorps antiphospholipides (APLA) se déroulent tous les 2
ou 3 ans depuis 1984, afin d’actualiser les consensus déja existants et d’élaborer de nouvelles
recommandations, le 15 éme et le dernier d’entre eux s’est déroulé a Chypre du Nord en 2016.
Durant ce dernier on a proposé (recommandé) de nouveaux critéres factuels afin d’améliorer le
diagnostic et la prise en charge du SAPL compte tenue de la mortalité importante liée au SAPL
et des limites des critéres actuels (32).

Dans cette étude nous faisons le point sur I’hétérogénéité et la pathogénie des APL. La mise au
point sur le diagnostic du SAPL est tout autant concerné. On insiste particulierement sur la
compréhension du rdle de I’isotype IgA dans le diagnostic du SAPL, a la lumiere des nouvelles

recommandations consensuelles internationales.
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I-INTRODUCTION AU SYNDROME DES ANTI-PHOSPHOLIPIDES

1.1 Rappel sur I’auto-immunité
1.1.1 Définition et classification des maladies auto-immunes
L'auto-immunité est un phénomeéne physiologique lié au réarrangement aléatoire des genes
codant les récepteurs des lymphocytes T et B (immunoglobulines) (1). Elle est donc définie
comme étant une réponse immunitaire dirigée contre des antigenes du soi (antigenes
autologues) dd a une activation des lymphocytes T et B auto réactifs. (2).
On distingue des maladies auto-immunes spécifiques d'organes et des non spécifiques
d'organes ou systémiques (Tableau 1) (1).

Tableau 1:Maladies auto-immunes(1).

Diabeéte de type 1 Lupus érythémateux systémique
Thyroidite auto-immune Syndrome de Gougerot-Sjogren
Hépatopathies auto-immune Polyarthrite rhumatoide
Myasthénie Sclérodermie systémique
Maladies bulleuses auto-immune Myopathies auto-immunes
Vitiligo Connectivite mixte

Uvéite auto-immune Vascularite primitive

Rétinite auto-immune Polychondrite atrophiante
Cytopénies auto-immunes Syndrome des anti-phospholipides

1.1.2 Epidémiologie

Il s'agit de maladies touchant 5 a 10% de la population mondiale. Dans 80% des cas, ce sont des
pathologies a prédominance féminine.

La morbidité de ce groupe de maladies, est liée a la pathologie elle-méme ou en rapport avec les
effets secondaires des traitements spécifiques (3) (4).

Elles représentent la troisieme cause de morbidité des pays développés, aprés les maladies

cardiovasculaires et cancéreuses. (5) (6) (7).

1.1.3 Tolérance immunitaire
La tolérance immunitaire est I'absence de réponse spécifique a un antigéne qui est normalement
induite par l'exposition des lymphocytes a cet antigene. Tous les individus sont tolérants

(c'est-a-dire non répondeurs) envers leurs propres antigénes (soi).
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Elle est induite lorsque les lymphocytes en développement rencontrent ces antigenes dans les
organes lymphoides primaires (tolérance centrale) ou lorsque les lymphocytes matures
rencontrent les antigénes du soi dans les organes lymphoides secondaires ou les tissus
périphériques (tolérance périphérique) (2).

1.1.4 Mécanismes lésionnels dans les maladies auto immunes

Les modeles animaux ont permis de mettre en évidence deux types de mécanismes
physiopathologiques de maladies auto-immunes :

» Une réponse immunitaire essentiellement humorale : des auto-anticorps sont alors
retrouves au niveau des lésions tissulaires. Ces maladies peuvent étre améliorées par des
plasmaphéréses. Elles représentent une minorité des maladies auto-immunes ;

» Une réponse immunitaire essentiellement cellulaire : dans ces maladies
auto-immunes, des lymphocytes T sont retrouvés au niveau lésionnel et des
lymphocytes T auto réactifs peuvent étre mis en évidence. 1l existe une prédisposition
HLA en faveur d'un role des lymphocytes T dans la maladie (par exemple : genes de
classe II). (1)

1.1.5 Role des auto-anticorps
Les auto-anticorps peuvent avoir un réle pathogene par différents mécanismes :
> lls peuvent étre cytotoxiques en présence du complément ;
> lls peuvent aussi opsoniser la cellule ou la structure portant I'auto-antigéne, provoquant
ainsi sa destruction par les macrophages ;
> Certains auto-anticorps interférent avec des récepteurs cellulaires. C’est le cas des
auto-anticorps bloguants (anticorps anti-récepteur de l'acétylcholine de la myasthénie)
ou des auto-anticorps agonistes (anti-récepteur de la TSH stimulant les thyréocytes dans
la maladie de Basedow) ;
> Enfin, certains auto-anticorps interferent avec différentes structures cellulaires comme

par exemple, les anticorps anti-phospholipides . (1)

1.1.6 Role des lymphocytes T

Des lymphocytes T peuvent aussi, de maniére conjointe ou isolée, étre directement
responsables des lésions de certaines maladies auto-immunes en participant a la réaction
inflammatoire par la synthése de cytokines (TCD4) ou en induisant des Iésions cellulaires par
I’exocytose de molécules cytotoxiques ou I’engagement des récepteurs de la mort conduisant a

I’apoptose. (1).
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1.1.7 Etiologies

1.1.7.1 Facteurs génétiques

Le terrain immunogénétique est fondamental comme le suggere le caractére familial fréquent
des maladies auto-immunes. (6).

Différents génes sont candidats : génes du systéeme HLA, genes de la fraction du complément,
génes de cytokines. Par exemple, le systtme HLA DR4 pour la Polyarthrite Rhumatoide
(figurel).

1.1.7.2 Facteurs environnementaux

Voici une liste non exhaustive des facteurs environnement-dépendants (8):

Alimentation(le gluten dans la Maladie cceliaque), tumeurs(le Vitiligo secondaire a un
mélanome), Infections (I'hépatite B corrélée a la Périarthérite noueuse) (9), Facteur hormonal,
Certains médicaments (le procainamide ou I'hydralazine dans le lupus) (1), dépression, stress.
(6) (10) (Figurel).

Réactions auto- LESIONS

immunes SPECIFIQUES
humorales ( auto- D'ORGANE (auto-
anticorps anticorps, LT
autoréactifs dirigés
contre les antigénes

m—- spécifiques de

tissus)

pathogénes a des

taux significatifs )
perte de la tolérance du soi

Réactions auto-

immunes
cellulaires ( LT
auto-réactifs
cytotoxiques )

NON SPECIFIQUES
D'ORGANE (par
exemple, dépots de
complexes immuns)

Figure 1: MAI, synthese physiopathologie et étiologies(1)
1.1.8 Aspects diagnostiques et traitement
Le diagnostic repose sur des anomalies cliniques (Iésions cutanées, des signes articulaires et
une atteinte de I'état général), biologiques (syndrome inflammatoire, auto-anticorps) , parfois
anatomopathologiques ou radiologiques.
La présence d'auto-anticorps isolés dans le sérum d'un sujet ne signifie pas toujours que le sujet
est atteint d'une maladie auto immune (1).
Le traitement est discuté au cas par cas. Des corticostéroides et d'autres immunosuppresseurs

peuvent étre nécessaires (1).
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1.2 Syndrome des anti-phsospholipides
1.2.1 Définition et classification
Le syndrome des anti-phospholipides (SAPL) est une affection systémique auto-immune
définie initialement en 1987 puis les critéres diagnostiques ont été affinés en 1999 par Sapporo
et révisés en 2005 lors de la conférence de Sydney (11).
Il constitue une entité clinico-biologique caractérisée par des manifestations cliniques
dominées par la survenue d’événements thrombotiques veineux et/ou artériels et/ ou
microvasculaires et de complications obstétricales associées a la présence persistante d’au
moins un des anticorps anti-phospholipides (aPL) : anti-cardiolipines (ACA), anti-32
glycoprotéine 1 (a R2GPI) ou les anticoagulants circulants de type lupique (LA) (12).
Ce syndrome a été initialement décrit au cours du lupus systémique, mais on en distingue a
présent deux formes (13) :
» Le SAPL primaire s‘il n‘est associ¢ a aucune maladie 1‘accompagnant habituellement
en particulier auto-immune.
> le SAPL secondaire, généralement associé au lupus, plus rarement a une autre maladie
auto-immune : le plus souvent, alors, a une connectivite.
Plutét que de parler isolément de SAPL secondaire, Au symposium de Sydney, il a été
déconseillé d’utiliser le terme générique de SAPL secondaire mais de préciser a quelle maladie
il était associé (14) .
1.2.2 Historique
+ En 1906 C’est August Wasserman qui (15), est a I’origine de la découverte des anticorps
anti-phospholipides avec un test diagnostique de la syphilis qui utilisait la réaction de
fixation du complément développée par Jules Bordet, le fameux test de
Bordet-Wasserman (BW). L’antigéne utilisé dans le BW initial était un extrait de foies
issus de feetus avec syphilis congénitale appelé « réagine »
+ En 1941, Marie Pangborn démontrait que la réagine était un phospholipide anionique
dénommé par la suite « cardiolipine » parce qu’il était isolé a partir du muscle cardiaque
(16). C’est ainsi que, durant plusieurs décennies, un extrait alcoolique de cceur de beeuf
fut utilisé comme antigéne dans le test de dépistage de la syphilis connu sous le terme de
Venereal Disease Research Laboratory (VDRL).
+ L’utilisation a grande échelle du VDRL a révélé un nombre important d’individus avec

une sérologie de la syphilis dite « faussement positive », car ils ne présentaient aucun
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+

symptome clinique de la syphilis et le test d’immobilisation du tréponéme était négatif.
La plupart d’entre eux étaient des femmes (16).
En 1952, Moore et Mohr ont été les premiers a décrire une telle « fausse sérologie »
(17). Lorsqu’elle était transitoire, elle se retrouvait au cours de maladies infectieuses
autres que la syphilis ; et lorsqu’elle était persistante, elle était le plus souvent associée a
une maladie auto-immune, essentiellement le lupus érythémateux aigu disséminé
(LEAD). C’est ainsi que le « faux BW» était devenu un des critéres biologiques de
diagnostic du LEAD établis par I’ American Rheumatism Association (ARA).
Une association entre la présence de LA et des manifestations thrombotiques chez des
patients lupiques a été décrite par certains auteurs, dont Soulier et Boffa qui, dés 1980,
ont rapporté I’association d’avortements répétés et de thromboses avec la présence d’un
anticoagulant circulant (18).
En 1983, Harris et ses collaborateurs, ont mis au point un test radio-immunologique pour
la détection des ACA (19), remplacé deux ans plus tard par un test Elisa (20), ce qui a
permis d’étudier la signification clinique de ces anticorps chez les patients lupiques.
En 1985 Une incidence élevée de thromboses et de morbidité feetale chez des patients
lupiques positifs pour ces anticorps a été observée, et ¢’est ainsi qu’une nouvelle entité, a
la fois clinique et biologique, a émergé. Elle fut, dans un premier temps, appelée «
syndrome des anti-cardiolipine »  (21), puis SAPL parce que les anticorps
reconnaissaient des phospholipides autres que la cardiolipine (22) .
En 1989, des travaux menés par le groupe « Hughes » ont permis de dissocier le sapl du
lupus ainsi que le sapl primaire du sapl secondaire auquel est associé un lupus ou une
autre maladie auto-immune (23) (24).
Depuis 1990, plusieurs équipes ont montré que les anticorps les plus pathogénes
n'étaient pas dirigés uniquement contre les phospholipides anioniques mais contre les
protéines plasmatiques liant ces phospholipides appelés cofacteurs protidiques: la
béta-2-glycoprotéine 1 (B2GPI) (25) et la prothrombine (26), principalement d'autres
cofacteurs protidiques, comme les protéines C et S, l'annexine V et le Kininogene de
haut poids moléculaire (KHPM) peuvent étre plus rarement impliqués (27).
1996-2016: Criteres et collaboration internationale
Des réunions internationales ont eu lieu tous les 2 ou 3 ans depuis 1984, la conférence
d'Istanbul (relocalisée a Chypre du Nord en 2016) étant la quinzieme. Le forum
européen a débuté en 1996 (28); L'APS Alliance for Clinical Trials and International

Networking (APS-ACTION) est un groupe dédie aux essais cliniques qui a débute en
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2010 (29).

+ Des comités de consensus internationaux ont défini des critéres cliniques et biologiques

pour la classification du SAPL, d'abord & Sapporo en 1998 (30), avec une révision a
Sydney en 2005 (13), et de nouveaux efforts pour développer de nouveaux critéres

classification sous les auspices du Quinziéme Congrés (31).

<+ L’avenir

De nombreuses questions cliniques importantes ne sont pas encore résolues et nécessitent d’étre

convenablement traités. La réponse a ces questions pourrait nous faire espérer une meilleure

compréhension du SAPL. Ces questions sont les suivantes (32):

Pour quel raison le SAPL et le LEAD sont-ils liés ?

Peut-on dissocié le SAPL obstétrical du SAPL thrombotique ?

Par quels mécanismes se produisent les manifestations chroniques du SAPL
(néphropathie, livedo, valvulopathie, dysfonction cognitive)?

Quelle est la relation entre les apl induits par l'infection et les aPL d’origine
auto-immune?

Qu'est-ce qui explique la nature familiale du SAPL?

Qu'est-ce qui explique la répartition sexuelle et raciale du SAPL ?

Les meilleurs agents thérapeutiques ciblent-ils les molécules effectrices, les cellules
endothéliales, les plaquettes, les facteurs de coagulation, les molécules
immunologiques, ou une combinaison de ces éléments?

Qu'est-ce qui distingue un profil d'anticorps (positivité simple) d'un autre (double ou
triple)?

Pourquoi les apl persistent malgré le traitement?

Qu’est ce qui transforme les APL asymptomatique en SAPL ?

1.2.3 Epidémiologie

+ Le nombre d'études épidémiologiques sur le SAPL est limité. Seules quelques grandes

cohortes de SAPL sont disponibles pour estimer sa distribution dans différents genres,

races et régions géeographiques (33) (34).

+ Bien que la prévalence des aPL (a des taux faibles ou élevées) soit de 10% dans une

population générale en bonne santé, la persistance de positivité du LA ou des ACA /
aPf2GPI a des taux modérés a élevées est rare.
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+

D’aprés une étude, les prévalences de 1'ap2GPI et de I'ACA sont respectivement de
3,9% et 1,6% chez les femmes enceintes en bonne santé a 15-18 semaines de gestation
(32).

Selon une revue de littérature, la fréquence des aPL a été estimée a 6% chez les patients
présentant des complications obstétricales, 13,5% chez ceux présentant des AVC, 11%
chez les patients présentant un infarctus du myocarde et 9,5% chez les patients atteints
de thrombose veineuse profonde (32).

Au cours du LEAD, 30-40% des patients ont des aPL; lorsque chaque aPL est étudiée
individuellement, les prévalences de positivité du LA et des ACA varient entre 11-30%
et 17-40%, respectivement (32).

Une autre revue a rapporté la prévalence des aPL chez des patients atteint de LEAD
dans différentes régions geographiques: 18-27% en Amérique du Nord, 16-39% en
Amérique du Sud, 14-31% en Europe, 13-17% en Afrique et 13-44% en Asie (35).
Dans I’é¢tude de ' ‘Europhospholipid project’ (Euro-APS), analysant une cohorte de
1000 patients suivis pour un SAPL dans différents centres européens, 1’age moyen
d’apparition des premiers symptomes était de 34 ans et 1’age moyen au diagnostic 42
ans,le sexe ratio était de 5 femmes pour 1 homme, soit un ratio de 7,0 chez les patients
avec LEAD et un ratio de 3,5 chez les patients sans LEAD (33).Aprés L’exclusion du
SAPL obstétricale, le ratio était de 1,0 chez les patients sans LEAD (33) (32).

Une analyse spécifique de I’APS ACTION a pour sa part montré que sur 638 patients le
ratio Femme/Homme était de 4,2 , 2,7 et 1,4 chez les patients atteints de SAPL associé
au LEAD, SAPL sans LEAD, ou SAPL sans LEAD mais associé & des anomalies
obstétricales, respectivement (32).

Les présentations cliniques du SAPL chez les hommes et les femmes différent: dans une
étude transversale sur les patients atteint de SAPL primaire, les femmes avaient une
fréquence plus élevée d'embolie pulmonaire et d’ACA d’isotype IgM (36); une autre
étude a montré une prédominance féminine pour les événements cérébro-vasculaires
tandis que les Homme étaient le plus souvent atteints de thromboses gastro-intestinales
(37) (32).

La distribution raciale du SAPL est inconnue. Les premiéres études évaluant la
prévalence Des APL (pour tout isotype ACA) dans le SAPL primaire ou liee au LEAD
ont rapporté 44-88% de patients européennes, 11-33% d'Afro-Americains, 7-53%
d'Hispaniques et 17-46% d'Asiatiques (38) (32).
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+ Diri et al. (39) ont rapporté une série de huit patients afro-américains atteints de SAPL
dans laquelle ils ont déclaré que I'lgA est l'isotype le plus fréquent de I'ACA et de
1'ap2GPI; I’isotype IgM accompagnait I’IgA chez trois des quatre patients présentant
des manifestations neurologiques. (32)

+ Selon /’Europhospholipid project, la prévalence des APL augmente avec l'age et
jusqu’a 50% des patients agés atteints d'une maladie chronique présentaient des APL.
Les patients les plus &gés qui étaient atteints de SAPL étaient principalement des
hommes et avaient une incidence plus élevée de thrombose artérielle (33) .

+ [’age moyen au déces était de 59 ans et les événements thromboemboliques majeurs en
représentaient 1’étiologie principale (36,5%). Les autres causes de décés étaient
principalement les infections (26,9%), les pathologies néoplasiques (13,9%) et les
accidents hemorragiques (10,7%) (32).

1.2.4 Anticorps anti-phospholipides
1.2.4.1 Rappel sur les phospholipides
1.2.4.1.1 Définition et classification
Ce sont des molécules complexes contenant, outre C, H et O, du phosphore et éventuellement
de I’azote. L alcool, qui est 1i¢ a un ou deux acides gras, est soit le glycérol, soit un alcool aminé
a chaine grasse : la sphingosine. On parle donc, selon le cas, de glycérophospholipide
(phosphatidyl-choline, cardiolipine) ou de sphingo-phospholipide (sphingomyeéline).

Les phospholipides sont classés selon leur charge nette a ph neutre. On distingue donc :

> Les phospholipides anioniques qui sont la cardiolipine (ou diphosphatidylglycérol), la
phosphatidyl-sérine, le phosphatidyl-glycérol et le phosphatidyl-inositol ;

> les phospholipides neutres qui sont la phosphatidyl-éthanolamine, la sphingomyéline et
la phosphatidyl-choline.

1.2.4.1.2 Phospholipides impliqués dans le SAPL
Les phospholipides incriminés dans le SAPL sont des constituants normaux des membranes
biologiques, organisés en bicouches et classés selon leur charge nette a pH neutre (40).
On compte parmi ces derniers (40) (41) :

s Cardiolipine
Le terme frangais est « cardiolipide », elle est absente de la surface cellulaire, elle est un
constituant de la membrane interne des mitochondries. Sa présence dans le plasma a été établie,
associée a des lipoprotéines et a la surface de cellules apoptotiques.

% Phosphatidyl-sérine
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Elle est séquestrée dans le feuillet interne de la membrane plasmique et est exposé a la surface
de la cellule et des microparticules qui s’en détachent apres stimulation appropriée, phénomene

a I’origine de 1’assemblage des complexes enzymatiques de la coagulation.

% Phosphatidyl-éthanolamine
C’est un phospholipide neutre, composant majeur de la membrane cellulaire dont la présence
est indispensable a 1’activité anticoagulante de la protéine C activée.

Sa conformation est soit hexagonale, soit, le plus fréguemment, lamellaire en bicouche.

1.2.4.2 Auto-anticorps anti-phospholipides
Le terme « anticorps anti-phospholipides » désigne une large famille d’anticorps trés divers
quant a leurs spécificités antigéniques et leur signification clinique.
Ces anticorps peuvent reconnaitre des phospholipides anioniques ou neutres telles que la
cardiolipine ou la phosphatidyl serine, mais aussi certaines protéines plasmatiques associées
aux phospholipides, voire méme ces protéines seules telles que la B2glycoprotéine 1 et la
prothrombine (42) (32).
Ces anticorps ne sont pas spécifiques du SAPL. lls peuvent étre rencontrés au cours des
infections (dont la syphilis, la Iepre, les hépatites virales et I’infection par le VIH ou ’EBV...),
certains traitements médicamenteux (chlorpromazine, bétabloguants, quinidiniques et
interférons principalement), des neoplasies (hémopathies malignes et tumeurs solides), voire
chez des individus sains. Ces APL sont généralement transitoires et ne prédisposent pas a un
risque thrombotique, contrairement a ceux détectés chez les patients avec SAPL (43).
Les APL admis comme criteres du SAPL sont appelés « APL conventionnels » par opposition a
d’autres anticorps non reconnus comme criteres du SAPL mais pour lesquels certaines études
ont montré une association avec les anomalies cliniques de ce syndrome (42).
1.2.4.2.1 Anticorps anti-phospholipides conventionnels
On considére deux groupes d’APL selon le type de méthode utilisée pour les mettre en évidence
(42) (32):
> les APL mis en évidence par des reactions immuno-enzymatiques, essentiellement
I’Elisa : c’est le cas des ACA et des a B2GPI d’isotype IgG et IgM.
> les APL mis en évidence par des tests fonctionnels de la coagulation : ¢’est le cas du LA.
% Anticorps anti cardiolipine
Les ACA ont été les premiers APL a la base de la définition du SAPL. Les premiers tests

Elisa pour mettre en évidence la présence d’APL utilisaient donc de la cardiolipine Depuis,
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toutes les différentes tentatives de standardisation ont été pratiquées a la base de cet antigéne
(42) (44).
Les ACA sont polyspécifiques : ils sont capables de reconnaitre la plupart des phospholipides
anioniques avec une intensité variable. Cependant, leur réactivité vis-a-vis de la
phosphatidyl-serine et de la cardiolipine est quasi identique (42) (32).
On oppose deux types d’ACA, selon qu’ils soient dépendants ou non de la présence de
cofacteurs plasmatiques (42).
Au cours des maladies auto-immunes, dont le SAPL ou le lupus, la cible antigénique des
ACA est constituée par un complexe cardiolipine-cofacteur plasmatique.
La beta2-glycoproteine | (B2GPI), protéine plasmatique, a été identifiée comme le principal
cofacteur des ACA (42).

% Anticorps anti B2 glycoprotéine 1

+ Rappel sur la p2GPI
La B2GPI ou « apolipoprotéine H » est une glycoprotéine présente dans le plasma de sujets
normaux avec une concentration moyenne de 200mg/ml. Elle circule dans le plasma sous
forme libre (2 tiers) ou sous forme liée a des lipoprotéines (1 tiers) (43).
Elle est principalement synthétisée par le foie, mais aussi par les cellules endothéliales et
placentaires, ce qui suggeére la possibilité que ces organes puissent étre affectés par les
ap2GPI.
Cette protéine est trés conservée entre les especes (homologie de 89 % entre B2GPI bovine et
humaine) ; c'est la raison pour laquelle le sérum de veau feetal est souvent utilise pour la
détection des ACA dépendants en B2GPI (42).
Elle est constituée d’une seule chaine polypeptidique de 326 acides aminés, organisée en cing
domaines « sushi » de 60 acides aminés (42) (44).
Elle existe sous deux états conformationnels, 1°‘un circulaire et circulant dans le plasma et
1‘autre ouvert et li¢ aux PL (43) (45).
Elle présente une forte affinité pour les molécules chargées négativement comme I’ADN,
I’héparine et les PL anioniques et c’est au niveau du cinquiéme domaine que se situe le site de
liaison a ces derniéres constitué de deux résidus, la Lys305 et la Lys317 (43) (figure 2).
En condition physiologique, la B2GPI posséde une faible affinité pour les phospholipides
anioniques comparée aux facteurs de la coagulation (46).
Ses effets physiologiques restent encore, a ce jour, méconnus. Son activité anticoagulante in
vivo est probablement modérée, compte tenu de lI'absence de manifestations thrombotiques

chez les sujets porteurs d’un déficit constitutionnel (43).
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In vitro, la B2GPI a des effets anticoagulants qui pourraient étre la conséquence de sa liaison

aux phospholipides anioniques impliqués dans la coagulation (42).
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Figure 2:Représentations structurales de la p2GPI.

+ Anticorps anti p2GPI
Les ap2GPI sont hétérogenes quant a leurs spécificités antigéniques, ce qui a un impact
important sur les méthodes utilisées pour leur détection et sur leur valeur prédictive vis avis
du SAPL. lls reconnaissent divers épitopes qui peuvent étre soit des épitopes présents sur la
molécule native, soit des épitopes cryptiques révélés apres I’interaction de la p2GPI avec une
surface anionique. Ces anticorps de spécificités différentes peuvent étre présents dans un
méme sérum (42).
Les épitopes les plus connus. sont localises sur les domaines | et 1l de la molécule.
Parmi les anti-B2GPI, seuls ceux qui sont dirigés contre le domaine | de la protéine sont
fortement associés a un risque thrombotique (42) (43) (32) (47).
Les anti-B2GPI pathogénes qui se lient & cette derniére provoquent sa dimérisation, celle-ci
est a I’origine d’une plus forte affinité de ce complexe anticorps-antigene pour les surfaces
anioniques (42) (43).
Une augmentation d‘un facteur 100 a 1000 a été décrite (48).

* Lupus anticoagulant
Le terme « lupus anticoagulant » (LA) est impropre parce que le LA n’est pas spécifique du
LEAD et parce que sa présence est associée a des événements thrombotiques in vivo bien
qu’il exerce une action anticoagulante in vitro. Il est détecté sur la base de sa capacité a
prolonger certains tests de coagulation dépendant des phospholipides (42) (12).

Sous le terme « LA » sont regroupés des anticorps qui different par leur dépendance ou non a
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la présence de cofacteurs plasmatiques, par la nature de ces cofacteurs (B2GPI,
prothrombine), et par leur implication dans les complications thrombotiques (42).

Plusieurs auteurs, et en particulier Arnoult, ont montré que certains LA étaient en fait
I'expression fonctionnelle des a B2GPI (42) (47).

Parmi les APL, les LA dépendants en B2GPI sont plus associés a un risque de thrombose et
plus impliqués dans la pathogénie thrombotique par rapport aux LA dépendants en
prothrombine (42) (47).

La fonction LA de certains aB2GP1 et anticorps anti-prothrombine serait due a la formation de
complexes antigéne-anticorps bivalents qui se lieraient avec une trés haute avidité aux
phospholipides de surface (42) (47), ce qui provoque in vitro la compétition avec les facteurs
de la coagulation du complexe prothrombinase (44) responsable ainsi de 1’allongement des
tests de coagulations dépendants des phospholipides.

Enfin, ’activité LA peut étre due a des APL dirigés uniquement contre les PL (44).

1.2.4.2.2 Anticorps anti-phospholipides non conventionnels
D’autres anticorps anti-phospholipides ont été deécrits, comme les anticorps anti
phosphatidyl-éthanolamine, anti-prothrombine, anti-annexine V, anti-protéine S, anti protéine
C, etc. Ces différentes spécificités constituent le « puzzle des anti-phospholipides »  (42).
Certains de ces anticorps sont anecdotiques alors que d’autres, en particulier les anticorps
anti-prothrombine et les aPE, parce qu’ils sont tres associes aux complications cliniques du
SAPL, peuvent apporter une aide au diagnostic (42).
Comme dans le cas des APL conventionnels, les deux isotypes doivent étre recherchés. (42)
% Anticorps anti-prothrombine
La prothrombine humaine, ou facteur Il, fait partie du complexe prothrombinase avec les
facteurs Va, Xa et la phosphatidyl-serine en présence de calcium.
Certains auteurs ont rapporté la présence de ces anticorps chez des patients ayant un LA, avec
une prévalence d’environ 70 %.
Les anticorps anti-prothrombine sont hétérogénes quant a leur spécificité antigenique et
certains reconnaitraient des épitopes natifs alors que d’autres reconnaitraient des néo-epitopes
suite a leurs liaison a une surface anionique.
C’est ainsi que deux populations d’anticorps anti prothrombine ont ét¢ identifié :
e Anticorps dirigés contre la prothrombine.
e Anticorps diriges contre le complexe phosphatidyl-serine/prothrombine qui sont
étroitement associés avec le SAPL (49) (42) (44).
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% Anticorps anti phosphatidyl-éthanolamine
Les anticorps anti-phosphatidyl-éthanolamine représentent un groupe hétérogene. Ils peuvent
réagir soit avec la PE seule, soit avec des complexes PE-protéines plasmatiques (kininogéne
de haut poids moléculaires, facteur XI) (42).
Les aPE ont été décrits significativement associés a la présence de pertes feetales récidivantes
qu’ils soient dépendants ou non de la présence d’un cofacteur plasmatique et avec 1’isotype
IgG représentaient un facteur de risque élevé de survenue de thrombose veineuse (42) (44).
L'intérét de ces anticorps réside dans le fait qu’ils soient détectés, le plus souvent, en
1I’absence des APL conventionnels (42).
A ce jour, aucune tentative de standardisation de I’Elisa pour la détection des aPE n’a été
menée (42) (44).

% Anticorps anti annexine V
L'annexine V est une protéine placentaire retrouvée en faible quantité dans le plasma. In vitro,
elle exerce une puissante activité anticoagulante, mais ses fonctions physiologiques ne sont
pas connues (43).
Quelques études ont décrit la présence d'anticorps anti-annexine V chez des patients
présentant des événements cliniques évocateurs d'un SAPL, thromboses et/ou pertes feetales
(32) (50).
Cependant, leur prévalence dans ces contextes cliniques est faible et les études étant peu
nombreuses et parfois contradictoires ; leur valeur clinique est loin d'étre établie (12).

% Divers

+ Anticorps dirigés contre la protéine C ou la protéine S
La protéine C et la protéine S sont des inhibiteurs physiologiques de la coagulation.
La protéine C activée et son cofacteur, la protéine S, inhibent les facteurs Va et Vllla (43).
Des anticorps dirigés contre ces protéines ont été décrits chez des patients ayant un SAPL.
Cependant, ces résultats sont contredits par d'autres études (12).

+ Autres anticorps
Ils ont été décrits de fagcon anecdotique chez des patients ayant des anomalies cliniques du
SAPL: I’anti-facteurs X (32) et I’anti-TFPI (inhibiteur de la voie du facteur tissulaire) (43).

1.2.5 Liens entre le syndrome des anti-phospholipides et le lupus

Le Lupus érythémateux aigu disséminé (LEAD) est une maladie auto-immune systémique dont
I'aspect clinique est trés polymorphe et dont I'origine multigénique laisse la place a des facteurs

environnementaux susceptibles de provoquer des poussées evolutives.
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Les anomalies immunologiques se traduisent par la présence de nombreux auto-anticorps qui
constituent une aide précieuse au diagnostic et contribuent, pour certains, au développement
des lésions tissulaires (1).

L’individualisation du SAPL a profondément modifié la prise en charge du lupus en permettant
de mieux comprendre la physiopathologie de certaines complications viscérales, notamment
neurologiques, cardiovasculaires ou rénales.

Devant une atteinte viscérale chez un patient lupique, il est important de différentier ce qui
reléve d’un mécanisme thrombotique, satellite du SAPL et dont la base du traitement repose sur
les anticoagulants, et ce qui est lié a des complications immunologiques plus spécifiques du
lupus et dont le traitement repose sur les corticoides ou les immunosuppresseurs tout en sachant
que ces deux mécanismes peuvent étre associés.

La recherche d’APL fait désormais partie du bilan biologique systématique réalisé au cours du
lupus et la positivité des APL est maintenant prise en compte dans les nouveaux critéres de
classification du lupus.

Des APL sont présents dans 25 % des cas au moment du diagnostic de lupus et dans pres de 50
% au cours de 1’évolution.

En I’absence de traitement prophylactique, le risque d’accident thrombotique est élevé et il est
démontré¢ que I’existence d’'un SAPL a une influence péjorative sur 1’évolution du lupus,

notamment en termes de survie globale (51).

Il. PHATHOGENIE DU SYNDROME DES ANTI-PHOSPHOLIPIDES :

I1.1Rappel sur I’hémostase

I1.1.1Définition

L’hémostase est un processus physiologique qui permet de limiter les pertes sanguines
provoquées par une effraction vasculaire grace a la formation rapide d’un caillot fait de
plaquettes agrégées associées dans un réseau de fibrine et amarrées aux parois de la bréche
vasculaire (52).

I1.1.2 Etapes de I’hémostase

L’hémostase se déroule en trois étapes (52):

11.1.2.1 Hémostase primaire

L’hémostase primaire correspond a I’ensemble des interactions entre la paroi vasculaire, les
plaquettes sanguines et des protéines adhésives qui aboutissent a I’obturation de la breche

vasculaire grace a la formation d’un thrombus blanc essentiellement plaquettaire (52).
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L’enchainement des réactions suivant une bréche vasculaire est la suivante (52) :

+ la contraction musculaire.

» L’adhésion plaquettaire

* L’activation plaquettaire

» L’agrégation plaquettaire
11.1.2.2 Coagulation
La coagulation plasmatique est la seconde phase de I’hémostase. Elle est constituée d’une
activation en cascade de protéines circulant sous forme zymogeéne (facteurs I1, V, VII, VI, IX,
X, X1, XII), qui acquiérent une activité enzymatique de type sérine-protéase (facteurs Il activés
ou lla, Va, etc...).Cette cascade aboutit & la transformation du fibrinogéne (facteur I) soluble en
fibrine insoluble. Parmi ces facteurs, certains nécessitent pour &tre actifs d’étre synthétisés en
présence de vitamine K (facteurs vitamines K dépendants : 1, VII, IX, X) (52).
On distingue deux voies de la coagulation (52):
11.1.2.2.1 Voie extrinseque
La coagulation est initiée par le contact entre le facteur tissulaire et le facteur VII, qui s’active
en facteur Vlla.
Le facteur tissulaire (FT) est un récepteur exprimé par de nombreuses cellules de I’organisme,
mais est absent physiologiquement du secteur vasculaire.
FVIla-FT active le FX en FXa ; et aussi le FIX en FIXa qui activera ensuite le X. La génération

du FXa est fortement accélérée par le Vllla.

11.1.2.2.2 Voie intrinseque

C’est une autre voie d’activation du FIX et du FX, qui fait intervenir les facteurs de la phase
contact, c’est-a-dire les FXII et FXI, initiée par contact entre le sang et une surface mouillable
ou chargée négativement, en présence de prékallicréine et Kininogéne de haut poids
moléculaire (KHPM).

Le FXa généré des 2 voies (intrinséque et extrinséque) s’associe aux phospholipides, au FVa et
au calcium pour former le complexe prothrombinase qui active la prothrombine (FII) en
thrombine Flla (figure 3).

La thrombine transforme le fibrinogéne en monomere de fibrine.
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VOIE INTRINSEQUE
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Figure 3:Les 2 voies de la coagulation et les tests in vitro d’exploration de la
coagulation plasmatique (52)

11.1.2.3 Fibrinolyse
La fibrinolyse correspond a la solubilisation du thrombus fibrineux par la plasmine

normalement générée a partir du plasminogene lié et adsorbé sur la fibrine.

Le plasminogéne synthétisé par le foie a une forte affinité pour la fibrine. La plasmine est
générée par clivage peptidique, sous 1’action d’activateurs du plasminogene.

Le principal activateur est le tissue plasminogen activator (t-PA) ; le deuxieme activateur du

plasminogéne est I’urokinase (1’'u-PA) (52).

11.2 Origine des anticorps anti-phospholipides

Les agents infectieux sont les principaux declencheurs de la production d'ap2GPI.D'autres
déclencheurs potentiels pour la production d'APL incluent le microbiote et la mort cellulaire
(32) (53).
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Des individus apparemment sains ont le potentiel de produire des APL, ce qui, peut-étre,
protecteur en particulier lorsqu'il s'agit de la classe des IgM (54) (55).

Dans un microenvironnement pro-inflammatoire tel que celui déclenché par une infection, une
blessure ou des micro-organismes commensaux, et dans un contexte genétique approprié, les
APL pathogénes peuvent apparaitre (32).

Cette partie décrit les facteurs environnementaux, immunitaires et génétique menant a la

production des APL et a I’apparition du SAPL.
11.2.1 Facteurs environnementaux

11.2.1.1 Infections
11.2.1.1.1 Association entre infections et anticorps anti-phospholipides

Au cours de la derniere décennie, des bactéries, des virus et des vaccins ont été associés a
I'induction du SAPL (53) (56).De nombreuses infections sont accompagnées de I'apparition des
APL qui, dans certains cas, sont associées a des manifestations cliniques du SAPL .Les
infections cutanées (18%), VIH (17%), la pneumonie (14%), HCV(13%) et les infections des
voies urinaires constituent les infections les plus fréquentes.
Récemment, le SAPL catastrophique (SCAPL) a été associée a une infection grippale HIN1
(56).
Les principaux agents infectieux associés au développement de I'ap2GPI et du SAPL sont
résumés dans le (tableau 2).

Tableau 2: Agents infectieux associés a I’anti-p2GPI et au SAPL(32)

Syndrome catastrophique des anti-phospholipides (SCAPL)
Lésions du systeme nerveux central , valvulopathie
Syndrome catastrophique des anti-phospholipides (SCAPL)
Syndrome catastrophique des anti-phospholipides (SCAPL)
Thromboses, Infarctus cérébral

PE, Thromboses

Thromboses

Thromboses, AVC

Ulcére nécrotique de la jambe, Thrombose artérielle et veineuse,
Livedo réticulais, Vascularite

Syndrome catastrophique des anti-phospholipides (SCAPL)

11.2.1.1.2 Théorie du mimetisme moléculaire
Blank et al. (57) ont émis I'hypothése que le mimétisme moléculaire entre les pathogénes
infectieux et la B2GPI pourrait étre a 1’origine de la production des APL et de ’apparition du

SAPL. Leur théorie était basée sur deux éléments essentiels : l'association frappante entre le
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SAPL et les agents infectieux et une forte similarité des acides aminés entre les peptides dérivés
de la B2GPI et divers pathogénes communs.

IIs ont identifié plusieurs peptides synthétiques, qui présentaient une forte homologie avec les
protéines membranaires virales et bactériennes, en tant qu'épitopes cibles pour I'ap2GPI
monoclonal dérivé des patients atteints de SAPL. Par exemple, la séquence LKTPRYV présentait
une homologie avec huit bactéries différentes, telles que Pseudomonas aeruginosa (32).

Enfin, la relation entre les pathogénes et la B2GPI s'étend au-dela de I'nomologie de séquence.
(58) (59)

Rauch et al ont démontré que les TLR4 sont impliqués dans le dysfonctionnement des
mécanismes de tolérance immunitaire et dans la production des anticorps anti phospholipides
(50).

Un autre changement dans la B2GPI qui peut exposer les épitopes cryptiques est I'augmentation
du stress oxydatif, qui peut survenir avec l'infection et d'autres pathologies (60).

11.2.1.2 Microbiote
Des données émergentes suggerent que le microbiote, organisme commensal qui colonise les
hotes humains, contribue probablement a la pathogenése du SAPL (61).
Le microbiote colonise toutes les niches du corps humain (62) et sa plus grande diversité se
trouve au niveau de l'intestin, qui fera I'objet de cette section; d'autres niches peuvent également
héberger des déclencheurs d'APL (32).
Le microbiote représente une source potentielle d'auto-réactivité antigénique et stimulante et
pourrait jouer un réle fondamental dans la pathogenése du SAPL (63) (61).
Il existe de multiples mécanismes par lesquels le microbiote peut provoquer ou perpétuer la
production d'APL (64) :
> |l est possible que les microbes commensaux conduisent la production d'APL via une
réactivité croisée avec la f2GPI probablement due a un mimétisme moléculaire.
> 1l est également plausible que le microbiote fournisse des facteurs, tels que les
phospholipides, qui conduisent a un changement conformationnel de f2GPI (32).
> Les récepteurs de reconnaissance de type Toll et autres pourraient également étre
déclenches de facon chronique par un apport constant de ligands provenant du
microbiote. Ces mécanismes peuvent nécessiter une barriére intestinale qui fuit, qui

semble étre présente chez certains patients atteints de SAPL (65).
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11.2.2 Facteurs immunologiques

11.2.2.1 Mort cellulaire

111.2.2.1.1 Apoptose

La surface cellulaire apoptotique contient des phospholipide anionique (phosphatidyl-serine)
non présent a la surface des cellules viables (32).

Il a été suggéré qu’au cours du SAPL, qu’ un défaut de clearance ou un excés de production des
cellules apoptotiques favorisait la formation d’anticorps APL dirigés contre la B2GPI et la
prothrombine fixées au niveau de la phosphatidyl-sérine exposée a la surface de ces cellules
(66) (32).

Les lymphocytes T auto reactifs sont activés in vitro uniquement par les complexes
«PL/B2GPI» et non par I'un des composants a part, ce qui implique la formation d’un épitope
cryptique reconnu par ces lymphocytes (66) (32).

11.2.2.1.2 NETose

Récemment, une forme de mort cellulaire déenommée NETose a été impliquée dans plusieurs
maladies auto-immunes, y compris le SAPL et le LEAD (67). Les piéges extracellulaires
neutrophiles (NET) sont responsables de cette mort cellulaire distincte de I'apoptose ou de la
nécrose.

Yalavarthi et al. (68) ont rapporté que les neutrophiles fraichement isolés provenant de patients
atteints de SAPL primaire présentaient des niveaux plus élevés de libération spontanée de NET
que ceux provenant de sujets témoins en bonne santé. Les pieges extracellulaires neutrophiles
(NET) peuvent étre immunogeénes, car ils présentent des micro-organismes capturés et des
auto-antigénes dans un milieu inflammatoire qui stimule une réponse immunitaire (69).

Cependant, le role de la NETose dans la production d'APL reste incertain (32).

11.2.3 Facteurs génétiques

Les études concernant ce sujet sont divergentes, néanmoins une prédisposition génétique
suggerée par certaines études familiales semble exister (32).

Certains alléles HLA de classe Il semblent intervenir, des associations entre les Ac APL et de
multiples Ag HLA DR ou DQ ont été décrites (HLA DQ*7 et susceptibilité de production des
LA) (32).

Des études génétiques ont déterminées que le génotype vv (valine/ valine) en position 247 du
gene de la B2GPI constituait un facteur de risque génétique pour la production d’Ac anti-p2GPI

et la survenue de thrombose au cours du SAPL primaire (66).
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11.3 Physiopathologie du syndrome des anti-phospholipides

Ces auto anticorps interférent avec les voies physiologiques de contréle de la coagulation par
leur réactiviteé avec la béta2-glycoprotéine I, la prothrombine, la protéine C, la protéine S, et il
est généralement admis que ces auto anticorps dérégulent la balance de 1°'hémostase dans le

sens prothrombotique (43) (70).
11.3.1 Physiopathologie du SAPL thrombotique

Au cours du SAPL, une théorie dénommé « la théorie des deux événements » ou « two hit
model » a été développé afin de mieux cerner la pathogenie de cette maladie.

Le ler événement « first hit » correspondrait a la présence de l'auto-anticorps, qui induirait un
état pro coagulant, sans survenue d'événements thrombotiques.

La thrombose ne surviendrait qu'en présence d'un 2e événement « second hit » probablement de
de nature inflammatoire qui perturberait 1’endothélium et déclencherait ainsi une thrombose.
(50).

11.3.1.1 Effet procoagulant des auto-anticorps anti-phospholipides au cours du SAPL ou
« first hit »

I1.3.1.1.1 Diminution de ’activité des inhibiteurs physiologiques de la coagulation

¢ Inhibition du systeme protéine C—protéine S
Au cours du processus de coagulation, une fraction de la thrombine générée est capable de se
lier a la thrombomoduline a la surface des cellules endothéliales pour activer la protéine C fixée
a ce niveau par | ‘endothelial protein C receptor (EPCR) (43).
La protéine C activée (APC) va ainsi interagir avec son cofacteur, la protéine S libre, et exercer
son effet anticoagulant en inactivant les facteurs Va et Vllla par clivage enzymatique.
De nombreuses études ont montré que les APL étaient capables d’interférer avec la voie de la
protéine C et plusieurs mécanismes d’inhibition ont été proposes (43).
Les études initiales suggéraient que les APL empéchaient I’activation de la protéine C.
Alors que d’autres études ont ensuite montré que les APL, comme les anti-p2GP1, perturbaient
plutdt la formation du complexe entre protéine C activée et facteurs Va et Vllla en diminuant la

fixation de la protéine C sur les PL provoguant ainsi une résistance acquise a la protéine C
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activée (43)(figured).

Figure 4:Modéle d’inactivation du systeme protéine c/protéine s par les ap2GPI (43)
Les anti-B2GPI seraient également capables d’induire un déficit fonctionnel en protéine S en
empéchant la B2GPI de déplacer la liaison entre la protéine S et son inhibiteur plasmatique, la
C4b-binding protein (C4bBP), et en diminuant ainsi le taux de protéine S libre (43).

+ Inhibition de ’effet anticoagulant de I’annexine A5 :
L’annexine A5 est une protéine capable de venir recouvrir les phosphatidyl-sérines au cours de
I’activation plaquettaire pour former un bouclier protecteur qui va diminuer la disponibilité des
PL anioniques pour les enzymes de la coagulation et exercer ainsi une action anticoagulante
(43) (50).
La dimérisation de la B2GP1 par les anticorps reconnaissant le domaine 1 de la B2GP1
augmente son affinité pour les PL anioniques empéchant ainsi la mise en place du bouclier
protecteur d’annexine A5 inhibant alors ses propriétés anticoagulantes. Ce blocage de
I’annexine A5 par les APL serait corrélé a des manifestations thrombotiques (71) (72) (43).

% Inhibition du tissue factor pathway inhibitor type |
Le tissue factor pathway inhibitor type | (TFPI), synthétisé par les cellules endothéliales, est un
inhibiteur de ’activité catalytique du complexe FT-FVIla et diminue ainsi la génération de
thrombine et la formation du caillot de fibrine (43).
De nombreuses études ont rapporté une diminution de 1’activité du TFPI due & la présence
d’anticorps dirigés directement contre le TFPI ou bien & une activité inhibitrice des
anti-B2GPI sur le TFPI (43).
11.3.1.1.2 Inhibition de la fibrinolyse
Plusieurs études ont permis de montrer que la présence de certains anticorps chez les patients
atteints de SAPL contribuerait a inhiber le systéme fibrinolytique.
Des anticorps dirigés contre la plasmine ont, par exemple, éteé decrits méme si le rble précis de

ces anticorps dans le risque thrombotique reste encore méconnu (73; 50).
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De plus, I’annexine A2 est un récepteur endothélial capable de lier la B2GPI et qui a une activité
profibrinolytique en liant également le tPA et en favorisant ainsi la génération de plasmine a la
surface des cellules endothéliales (43).

Chez les patients avec SAPL, le complexe B2GPI/anti-B2GPI se fixe a I’annexine A2 au niveau
des cellules endothéliales et empéche ainsi I’activation du plasminogéne en plasmine par le tPA
(74) (43).

La méme équipe a récemment montré que la présence d’anticorps se fixant a I’annexine A2

était significativement corrélée a un risque accru de thromboses veineuses cérébrales (75).

11.3.1.1.3Activation cellulaire
Les anticorps anti-B2GP1 vont activer les cellules endothéliales et les plaquettes en se liant au
B2GP1 déja fixé sur ces cellules (50) (32) ( 43).

% Activation des plaquettes
Au cours du SAPL, I’activation des plaquettes aboutit surtout a un effet prothrombotique
principalement di a I’interaction du complexe P2GPI/anti-B2GPI avec deux récepteurs présents
a la surface des plaquettes, le récepteur 2’ de I’apolipoprotéine E (ApoER2’) et la
glycoprotéine Iba (GPIb a) (76) (77).
Il semble que la stimulation de ces deux récepteurs partagerait des effecteurs intracellulaires
communs qui aboutissent a I’activation de la pP38MAPK.
Cette kinase est capable de phosphoryler de nhombreux substrats dont la phospholipase A2
(PLA2) qui conduit a la libération d’acide arachidonique, puis de la thromboxane A2 (TXAZ2)
(78) (43) (32)(figureb).

Anti-B2GPI

‘\ Plaquette
=< & TXA2 <—— Acide arachidonique

(

Figure 5:Modéle de sensibilisation des plaquettes a leurs agonistes par les ap2GPI
(43)

Il a d’ailleurs ét¢ montré que les patients avec SAPL avaient une excrétion urinaire des

métabolites du TXA2 plus importante que celle des individus sains (50).
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¢ Activation des cellules endothéliales
Plusieurs études ont montré que les APL étaient capables d’abolir I’effet anticoagulant des
cellules endothéliales en activant ces cellules et en leur conférant un phénotype proadhésif et
procoagulant en 1’absence de toute bréche vasculaire (43).
Les anti-B2GPI peuvent, en effet, induire une surexpression de FT et de molécules d’adhésion
par les cellules endothéliales.
Comme pour les plaquettes, I’ensemble des effecteurs cellulaires en jeu dans I’activation des
cellules endothéliales n’est pas identifié.
Il a été montré que le complexe trivalent anti-B2GPI/dimére de B2GPI interagissait avec
I’annexine A2 au niveau de la membrane des cellules endothéliales (79) (43).
D’autres effecteurs semblent également intervenir, a ce niveau, comme les récepteurs TLR2 et
TLR4 (80), et le myeloid differenciation factor 88 (MyD88) qui est une molécule adaptatrice
des TLR (43).
La cascade de signalisation se poursuit par 1’activation de la p38MAPK qui va phosphoryler
de nombreux substrats aboutissant a 1’augmentation de 1’expression de FT et de molécules
d’adhésion dont intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1), vascular-cell adhesion
molecule-1 (VCAM-1) , la sélectine E  (43)(figure 6).
Les effets vasculaires qui en résultent, et en particulier I’adhésion des leucocytes a

I’endothélium, participeraient aux manifestations thrombotiques du SAPL (81).

Anti-B2GPI

- Facteur
e) ) ¥ U T tissulaire

Figure 6:Modéle d’activation des cellules endothéliales par les ap2GPI (43).
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11.3.1.2 Effet pro-inflammatoire ou « second hit »

11.3.1.2.1 Activation du complément

Ce systeme est impliqué dans le développement de thromboses et des pertes feetales dans le
SAPL.

L’activation du complément par les APL peut générer le médiateur inflammatoire C5a, qui
recrute les neutrophiles et les monocytes et induit 1’exposition du facteur tissulaire par les
cellules endothéliales et les neutrophiles (32) (50).

Plusieurs cas ont montré la réussite d’utilisation de I’eculizumab (anticorps anti-C5a
monoclonal humain) chez les patients atteints du syndrome catastrophique des
anti-phospholipides (82).

11.3.2 Physiopathologie du SAPL obstétrical pur

11.3.2.1 Mécanismes liés a la coagulation

Les phénomeénes d’insuffisance placentaire d’origine ischémiques, en rapport avec des
thromboses et des infarctus placentaires sont liés a :

Des anticorps dirigés contre I’annexine V, protéine associée a la membrane cytoplasmique du
syncytiotrophoblaste et synthétisée par les cellules trophoblastiques placentaires (66).

Le déplacement de I’annexine V de ces cellules permet 1’exposition des phospholipides
anioniques, en provoquant le recrutement des facteurs de coagulation. Ainsi, le déficit en
annexine V contribuerait aux thromboses placentaires responsables des avortements spontanés
a repétition (ASR) (50).

11.3.2.2 Mécanismes inflammatoires

Les mécanismes non thrombotiques a 1’origine des manifestations obstétricales du SAPL
suggerent I’intervention du complément dans des situations caractérisees par la constitution
d’infiltrats inflammatoires au niveau du placenta (32).

L’expression naturelle du B2GPI sur le placenta et particulierement sur les trophoblastes
explique le tropisme placentaire des APL Ces anticorps vont provoquer par un mécanisme
inflammatoire les pertes feetales (83) (32) (84) en activant le complément (selon les deux voies
alternes et classiques ).Ce dernier ,induit I’expression du facteur tissulaire a la surface des
polynucléaires neutrophiles infiltrant le trophoblaste ce qui est a 1’origine des pertes feetales

répetées(PFR) précoces chez les patients atteints du SAPL (83) (84) (50)(figure?).
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Figure 7:Réle de I’activation du complément dans les pertes feetales induites par les
anticorps anti-phospholipides (52)

11.3.2.3 Autres mécanismes

Les anticorps anti-B2GPI vont se fixer sur la B2GPIl exprimée sur les trophoblastes
placentaires et vont inhiber leur croissance et leur différenciation (32)(figure8).

En effet, ces anticorps vont inhiber la sécrétion de la gonadotrophine et vont réduire le pouvoir
invasif du trophoblaste ce qui est a ’origine des avortements spontanés a répétitions (ASR)

(66).

Anti-$,GP1 antibodies react with decidual cells
Umbilical cord I Induction of a proinflammatory phenotype
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Figure 8:Mécanismes physiopathologiques du SAPL obstétrical (32)
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I1l. DIAGNOSTIC DU SYNDROME DES ANTI-PHOSPHOLIPIDES
I11.1 Situations justifiants la recherche des anti-phospholipides

Pour faciliter le travail des cliniciens, des recommandations ont été faites pour déterminer
dans quelles circonstances, il peut étre justifié d’évoquer ou de rechercher un SAPL.

De méme, il faut connaitre les difficultés d’interprétation du dosage des anti-phospholipides
pour ne pas poser ce diagnostic par exces (85) (44).

En pratique courante, les principales indications d’une recherche d’anticorps
anti-phospholipides sont (44) :

e une thrombose artérielle ou veineuse (proximale ou distale) ou embolie pulmonaire
idiopathique chez un patient de moins de 60 ans ;

e une thrombose de siége inhabituel (veineuses cérébrales, membres supérieurs,
digestives);

e une microangiopathie thrombotique (MAT) avec atteintes multi-viscérales dans un
délai court des complications obstétricales : accouchement prématuré < 34 semaines
de gestation (et non plus < comme dans la classification de Sapporo), 3 fausses
couches consécutives < 10 semaines de gestation, mort feetale in-utéro > 10 semaines
de gestation;

e un livedo reticularis ;

e un diagnostic de lupus érythémateux systémique ;

e une endocardite non bactérienne ;

¢ un allongement inexpliqué du TCA non corrigé par 1’ajout de plasma témoin ;

e une dissociation VDRL+/TPHA-.

111.2 Critéres diagnostiques du SAPL

Le SAPL est caractérisé par son hétérogénéité et ses criteres diagnostiques évolutifs, aussi
bien sur le plan clinique que biologique, ce qui peut parfois compliquer la démarche
diagnostique (86).

111.2.1 critéres de Sydney (2006)

Les criteres diagnostiques du SAPL dits « de Sapporo » élaborés lors du 8° symposium
international sur les anticorps anti-phospholipides de 1998 (ISAPA) (87) ont été remplacés
par ceux de Sidney (11eISAPA) publiés en 2006 et rappelés dans le (tableau3).

En effet, les critéeres de Sapporo souffrent de manque de spécificité et de sensibilité vis-a-vis
des patients agés et présentant des facteurs de risques thrombotiques acquis ou
constitutionnels  (88) (44).
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Si les critéres cliniques n’ont subi qu’une modification de détail concernant les complications
obstétricales, des modifications importantes ont été apportées sur les critéres biologiques. Ces
modifications sont d’une part 1’ajout des anticorps anti-béta2-glycoprotéine I (ap2GPI)
comme criteres biologiques du SAPL avec, 1‘introduction d‘un seuil de positivité fixé >99e
percentile et d’autre part I’allongement a 12 semaines du délai de persistance de la détection
des anticoagulants circulants de type lupique (LA) et/ou d’anti-cardiolipine (ACA) et/ou
d’ap2GPI (86) (44).

La notion de persistance dans le temps des APL a été introduite pour différencier les APL
apparaissant lors d’infections qui sont le plus souvent transitoires et non thrombogenes de
ceux développés dans le SAPL qui sont d’authentiques auto-anticorps persistants dans le
temps et associés a un risque thrombotique (44).

Il faut noter que les APL induits par un traitement médicamenteux disparaissent plutot 6 a 12
mois aprés 1‘arrét du médicament en cause et dans seulement la moitié des cas. La présence de
ces anticorps n‘est alors en général pas accompagnée de thrombose et ne correspond donc pas
a un diagnostic défini de SAPL (12).

Les patients avec triple positivité des marqueurs du SAPL (LA+, a p2GPIl+, ACA+) ont une
plus forte probabilité de persistance des APL a 12 semaines que les patients présentant une
simple positivité (98 % versus 40 %respectivement) (89) (44).

L’association d’au moins un critére clinique a au moins un critére biologique persistant a 12
semaines suffit a poser le diagnostic du syndrome des anti-phospholipides s’il n’y a pas plus
de 5 ans entre la survenue de 1’événement clinique et la mise en évidence d’une biologie

anti-phospholipide positive (44) (32) (50) (47).
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Tableau 3:critéres diagnostiques du sapl de sydney (2006).

Criteres diagnostiques du SAPL redéfinis lors du consensus de Sydney en 2006 : Présence d‘un syndrome des

anti-phospholipides si association d‘au moins un critére clinique et d“un critére biologique suivants :

Critéres cliniques

Criteres biologiques

Thrombose

Un ou plusieurs épisodes symptomatiques de thrombose artérielle, veineuse ou

d‘un petit vaisseau dans n‘importe quel tissu ou organe (thrombose objectivée par

une stratégie diagnostique validée, soit confirmée par un examen d‘imagerie de

référence ou par un examen histologique. Dans cette derniére situation, il doit

s‘agir d‘une thrombose sans inflammation significative de la paroi vasculaire).

Manifestations obstétricales

Une ou plusieurs morts foetales inexpliquées, avec foetus
morphologiquement normal, a partir de la 10e semaine de gestation ou
au-dela (morphologie normale établie par échographie ou examen direct),
ou

Une ou plusieurs naissances prématurées d‘un  nouveau-né
morphologiquement normal avant la 34e semaine de gestation liées a une
éclampsie/pré -éclampsie grave ou des signes reconnus d‘insuffisance
placentaire, ou

Au moins 3 avortements spontanés consécutifs avant la 10e semaine de
gestation sans cause anatomique ou hormonale maternelle et sans cause

chromosomique parentale reconnue

Présence au minimum a 2 reprises, espacées de 12 semaines d‘intervalle d‘un

Anticoagulant circulant de type lupique
(mise en évidence en suivant les recommandations de [‘International
Society on Thrombosis and Haemostasis), ou
Anticorps anti-cardiolipines d‘isotype IgG et/ou IgM dans le sérum ou le
plasma, avec un titre moyen ou élevé (> 40 GPL ou MPL, ou > 99
percentile), avec des mesures par Elisa standardisé, ou
Anticorps anti-B2 glycoprotéine I d‘isotype 1gG et/ou IgM dans le sérum
ou le plasma, avec un titre moyen ou élevé (> 40 Ul , ou > 99e percentile),

avec des mesures par Elisa

Une classification du SAPL en 4 sous-types biologiques a été proposée (tableau 4) en fonction

du nombre et du type de marqueurs biologiques présent (13) (44) (32).

Ainsi les patients présentant plusieurs auto-anticorps sont classés en catégorie | tandis que ceux

avec un LA seul, un ACA seul ou un anti-B2GP1 seul sont classés respectivement en catégorie
lla, 1lb et lic (90) (44) (tableau 4).
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Tableau 4:Classification des patients selon le type et le nombre d’anticorps
anti-phospholipides (APL) présents, confirmés au moins deux fois, a 12 semaines ou
plus d’intervalle (44).

Type I : présence d’au moins deux critéres biologiques
Type Il : présence d’un seul critére biologique

Type lla : présence d'un LA isolé

Type IIb : présence d'un aCL isolé

Type llic : présence d'un d’anti-B2GPI isolé

11.2.2 Recommandations du SSC/ISTH de 2009
Si elles ont eté formulées en 1991, puis précisées en 1995 par le Sous-comité de
standardisation de la Société internationale d’hémostase et thrombose (SSC/ISTH), les
dernieres recommandations de 2009 pour la recherche de lupus anticoagulants (LA) prennent
en compte les différentes sources de variabilité tant au niveau pré analytique (sélection des
patients, préparation des échantillons...) qu’analytique (ainsi le choix des tests) mais aussi
post-analytique (seuils de positivité et interprétation des résultats notamment sont
standardises) (91).
La collaboration clinico-biologique doit étre forte puisque la recherche de LA doit étre faite
en connaissant le contexte clinique et les traitements anticoagulants en cours.
Selon ces recommandations, la recherche du LA proprement dite doit se dérouler en 4 étapes
successives (91) (44) (12):

v Dépistage ;

v" Mise en évidence d’une activité inhibitrice ;

v Confirmation de la dépendance en phospholipides de I’inhibiteur ;

v

Exclusion d’une anomalie associée.

11.2.3 Critéres de classification du SCAPL

Les critéres de classification du SCAPL établis en 2003 (92) et modifiés en 2010 (93) sont
résumés dans le (tableau 5).

Le SCAPL est défini si les 4 criteres suivants sont présents (94):

e Atteinte d'au moins 3 organes, systemes et/ou tissus; se constituant en moins d'une
semaine; avec confirmation anatomopathologique d'une occlusion des petits vaisseaux
dans au moins un organe ou tissu;

e Présence d'anticorps anti-phospholipides (APL) confirmés aprés au moins 12 semaines.

Le diagnostic de SCAPL est considéré comme probable lorsqu'il n'y a que 2 atteintes (critérel),
ou lorsque le délai d'une semaine n'est pas respecte et que le 3e événement clinique survient

entre une semaine et un mois apres le début du SCAPL en dépit du traitement anticoagulant
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(critere2) , ou lorsque la confirmation histologique n'est pas obtenue (critére3), ou enfin en
I'absence de confirmation biologique du fait du décés précoce du patient (critere4) (94).
Rappelons que ces critéres de classification ont pour objectif de constituer des cohortes
homogénes de patients et n‘ont pas vocation a porter le diagnostic de SCAPL a I'échelon
individuel (94).

Tableau 5:Criteres de classification du SAPL catastrophique (94).

Critéres de dassification

Atteinte d'au moins 3 organes, systémes et/ou tissus

Développement des symptdmes simultanément ou en moins d'une semaine

Confirmation anatomopathologique d'une occdusion de petits vaisseaux dans au moins un organe ou tissu

Confirmation biologique de la présence d'anticorps antiphospholipides (présence d'un anticoagulant circulant de type lupique et/ou d'un
anticorps anticardiolipine et/ou anti-B2-GP1")

CAPS certain : présence des 4 critéres

CAPS probable

Présence des critéres 2, 3 et 4 mais atteinte de seulement 2 organes, systémes ou tissus

Présence des critéres 1, 2 et 3, mais absence de confirmation biologique a au moins 12" semaines d'intervalle, due au décés précoce d'un
patient jamais testé pour la présence d'anticorps antiphospholipides avant la survenue du CAPS

Présence des critéres 1, 2 et 4

Présence des critéres 1, 3 et 4, avec développement du 3° événement cliniqgue une semaine & un mois aprés le début du CAPS, en dépit du
traitement anticoagulant

111.3 Exploration clinique

111.3.1 Manifestations cliniques majeures

Le terme majeur signifie que le critére diagnostique appartient a la définition du SAPL.

Il s’agit en premier lieu des thromboses vasculaires, veineuses et/ ou artérielles. Les
complications obstétricales constituent la seconde manifestation clinique majeure du SAPL
(66).

111.3.1.1 Thromboses vasculaires

La survenue de thrombose domine la symptomatologie associée au SAPL et en fait sa gravite.
La thrombose veineuse profonde est la manifestation thrombotique la plus souvent rapportée,
mais les évenements thrombotiques peuvent survenir dans les vaisseaux de tous types, de tous
calibres et de toutes localisations (40) (95).

La présence d’au moins un épisode clinique de thrombose artérielle, veineuse ou de petits
vaisseaux quel que soit le tissu ou l’organe, a I’exclusion des thromboses veineuses

superficielles, est ainsi retenu comme un critére clinique du SAPL (13).
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La thrombose doit étre confirmée par des criteres objectifs validés : aspect sans equivoque a
I’imagerie ou a I’examen histopathologique qui ne doit pas montrer de signes de vascularite
(40) (32) (44).

111.3.1.2 Complications obstetricales

Elles font partie des critéres diagnostiques du SAPL. Elles peuvent survenir chez une femme
n’ayant jamais fait une thrombose (13).

Il 'y a trois grands types de complications obstétricales et qui sont retenus comme criteres
cliniques du SAPL (44) (32) (13) :

» au moins une mort feetale inexpliquée survenue au-deld de la 10° semaine de
gestation et sur un feetus morphologiquement normal a 1’échographie ou a 1’examen
anatomo-pathologique. Ce critére semble étre le critére obstétrical le plus spécifique du
SAPL ;

» au moins une naissance prématurée d’un nouveau-né morphologiquement normal
né avant la 34® semaine de gestation en raison d’une éclampsie, d’une pré-éclampsie
sévere ou d’une insuffisance placentaire. Ce critére est plus complexe a apprécier a
cause du manque de définition bien établie de 1’insuffisance placentaire et de I’absence
de lésion histologique pour la caractériser. Il faut donc prendre en compte plusieurs
criteres pour évoquer I’insuffisance placentaire comme des anomalies des tests de
surveillance feetale, une anomalie du doppler de I’artére utérine ;

» au moins 3 fausses couches spontanées consécutives survenues avant la 10® semaine
de gestation, sans cause maternelle anatomique ou hormonale et sans anomalie
caryotypique parentale. Ce troisieme critere clinique est le plus sensible mais le moins
spécifique du SAPL a cause de la trés grande fréquence des fausses couches précoces
chez des femmes indemnes de tout SAPL. Elles font partie des critéres diagnostiques de
SAPL.

Des accidents obstétricaux tardifs a type d’éclampsie, d’hématome rétro-placentaire, de
HELLP syndrome ou de retard de croissance intra-uterin sont également possibles et bien
¢videmment, la présence d’anticorps anti-phospholipides majore le risque d’accident

thromboemboligque veineux chez la mére (40).

111.3.2 Manifestations cliniques mineures
Le terme mineur signifie : que le critére diagnostique n’appartient pas a la définition du SAPL,
sans qualification de la gravité clinique. Ces critéres sont nombreux, tres divers, parfois liés a

des accidents thrombotiques dont on ne peut pas faire la preuve (66).
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Les manifestations cliniques dites associées au SAPL doivent étre distinguées des veritables
critéres cliniques du SAPL (66) (32).

Elles sont donc trop peu spécifiques pour étre retenues seules comme critére diagnostique mais
doivent cependant étre connues du clinicien car elles peuvent amener a suspecter ou a conforter
le diagnostic de SAPL (66) (32).

111.3.2.1 SAPL et systéme nerveux

La manifestation neurologique la plus fréquente et pouvant réveler le SAPL est la survenue
d’un accident vasculaire cérébral (AVC) ischémique constitué ou transitoire par thrombose
artérielle ou par embolie a point de départ cardiaque (40) (95).

L’association d’un accident neurologique ischémique a un livédo définit le syndrome de
Sneddon (40).

Les liens entre APL et sclérose en plaque (SEP) sont discutés et certaines équipes ont rapporté
des tableaux neurologiques proches de celui de la SEP chez des patients porteurs d’APL (96).
Il existe néanmoins des nuances semiologiques cliniques et iconographiques qui permettent
habituellement de trancher entre ces deux étiologies. On retiendra principalement un mode de
début brutal pour le SAPL, la présence de signes d’appel extra-neurologiques, I’atteinte
neurologique correspondant a des territoires artériels ou veineux...

Il existe cependant des formes frontiéres entre ces deux entités pour lesquelles il est difficile de
trancher. Cette discussion n’est pas uniquement académique car cette distinction a des
conséquences thérapeutiques importantes (40) (96).

D’autres manifestations neurologiques peuvent étre associées au SAPL comme les troubles des
fonctions supérieures, la chorée, les myélites transverses et peut-étre certaines formes de
migraine (40) (95).

111.3.2.2 SAPL et ceeur

Les atteintes cardiaques sont fréquentes ce qui justifie leur dépistage systématique par une
échographie cardiaque chez tous les patients porteurs d’APL (40).

Les valvulopathies sont fréquentes, souvent asymptomatiques, mais sources de complications
emboliques. Elles touchent surtout la valve mitrale avec des 1ésions a type d’épaississement ou
de vegétations verruqueuses connus depuis tres longtemps sous I'appellation endocardite de
Libman-Sacks (40) (32).

Les thromboses coronaires sont possibles et un SAPL doit étre recherché devant un infarctus

survenant chez un sujet jeune, d’autant plus que la coronarographie montre des lésions
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thrombotiques sans lésion athéromateuse sténosante associée et qu’il existe des signes

extracardiaques évocateurs de SAPL (40) (95).
111.3.2.3 SAPL et poumons

Les manifestations pulmonaires du SAPL peuvent étre en rapport avec des manifestations
thrombotiques a type d’embolie pulmonaire (40) (32).

Des atteintes pulmonaires non thrombotiques telles quune hémorragie intra-alveolaire en
rapport avec une capillarite pulmonaire peuvent également étre observeés (40).

Ce dernier tableau mettant en jeu le pronostic vital peut justifier le recours a un traitement
immunosuppresseur lourd qui est rarement indiqué dans les autres manifestations du SAPL
(40).

111.3.2.4 SAPL et rein

L’atteinte rénale peut se traduire par une hypertension artérielle (HTA) sévére qui dans les
formes les plus graves peut prendre I’aspect d’une microangiopathie thrombotique aigué avec
une hémolyse mécanique et la présence de schizocytes pouvant aboutir a une insuffisance
rénale sévere (40) (32).

Cette atteinte peut survenir au cours du SAPL primaire mais aussi au cours du lupus, la biopsie
rénale étant alors capitale pour faire la distinction entre néphropathie lupique proliférative «
immune » et néphropathie thrombotique, les deux types de lésions pouvant d’ailleurs coexister
(40).

Figure 9 : Artériographie objectivant une occlusion de I’artére rénale gauche (40)
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111.3.2.5 SAPL et nécrose des surrénales

Cette complication peut étre révélatrice et survient parfois dans le cadre d’un syndrome
catastrophique des anti-phospholipides. Elle est liée a une thrombose des veines de drainage des
surrénales conduisant a un infarctus hémorragique.

Elle se manifeste par des douleurs abdominales, une hypotension avec déshydratation, de la
fievre et des troubles digestifs (40).

111.3.2.6 SAPL, Peau et muqueuses

Les manifestations cutanées d’origine ischémique peuvent parfois étre confondues avec des
Iésions de vascularite et une biopsie sera réalisée au moindre doute.

On peut observer des manifestations a type de phlébites superficielles, de livédo (figurell), de
nécroses extensives (figurel10), de gangrenes distales et de purpura nécrotique (40) (32).

Une perforation de la cloison nasale visible a 1’ceil nu peut s’observer dans des formes de SAPL

par ailleurs habituellement trés sévéres (40).

Figure 10: Nécroses cutanées Figure 11: Livedo réticularis.
extensives (40). (40)

111.3.2.7 SAPL ET Thrombopenie

Une thrombopénie est parfois présente au cours du SAPL et elle est le plus souvent modérée,
voisine de (50 a 100 000/ul) et ne s’accompagne pas de complications hémorragiques. Elle est
associée plus volontiers a la présence d’anomalie valvulaire cardiaque, de manifestations

neurologiques et de signes cutanés a type de livedo (40).
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111.3.3 Syndrome catastrophique des anti-phospholipides

Le syndrome catastrophique des anti-phospholipides (SCAPL) a été decrit en 1992 par
Asherson (97).11 complique au moins 1 % des syndromes des anti-phospholipides (SAPL),
qu'ils soient primaires ou associés a un lupus systémique. Il peut aussi bien étre révélateur du
SAPL que survenir en cours d'évolution. Il est caractérisé par I'apparition en quelques jours de
thromboses multiples atteignant essentiellement la microcirculation en présence d'anticorps
anti-phospholipides. Ceci se traduit par I'apparition d'un tableau de défaillance multi-viscérale
pouvant associer une atteinte rénale avec hypertension artérielle sévere, pulmonaire,
neurologique centrale, cardiaque, digestive et/ou cutanée, ce tableau mettant alors en jeu le
pronostic vital. La survenue du SCAPL est volontiers favorisée par une infection, un geste
chirurgical et/ou un arrét transitoire ou une modification de I'anti- coagulation. La mortalité a
court terme du SCAPL a diminué et est actuellement inférieure & 30 %. Les principaux
diagnostics différentiels sont les autres microangiopathie thrombotiques et la thrombopénie

induite par I'néparine (94).
111.4 Exploration biologique

Les APL peuvent étre détectés par deux méthodes (32) (44) :

e Meéthodes immunologiques type ELISA pour les ACA et anti-2GP1 de classe IgG

et IgM ;

e Tests de coagulation permettant de mettre en évidence les LA.
Certains anticorps APL ne sont pas encore reconnus comme critéeres du SAPL malgré leur
association avec les anomalies cliniques de ce syndrome.
Du fait de I’hétérogénéité de ces anticorps, plusieurs tests de détection ont été proposés avec
des sensibilités et des spécificités variables (44) (90) (42).

111.4.1 Tests de coagulations : Lupus anticoagulant
L’activité LA est supportée par une famille d’anticorps trés hétérogenes incluant des anticorps
dirigés contre la B2GPI, contre la prothrombine ou contre divers phospholipides.
Devant cette grande hétérogénéité et les problémes de standardisation qui en découlent, les
recommandations pour la recherche de LA publiées en 1995 par I’'ISTH ont été récemment
réactualisées (98). Selon ces recommandations, et toujours dans un souci d’améliorer la
standardisation, des contraintes pré-analytiques (12) (86) doivent étre mises en ceuvre avant la
recherche du LA proprement dite qui doit se dérouler en 4 étapes successives (figure)

> Deépistage : allongement de tests de coagulation dependant des phospholipides ;
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> Mise en évidence d’une activité inhibitrice : absence de correction des tests de
dépistage qui permet d’affirmer la présence d’un inhibiteur de la coagulation ;

> Confirmation de la dépendance en phospholipides de I’inhibiteur : correction de
I’allongement du test de dépistage en présence d’un exces de phospholipides saturant
I’APL présent ;

» Exclusion d’une anomalie associée : absence d’un déficit ou d’un inhibiteur
spécifique d’un facteur de la coagulation masqué initialement par la présence de
I’APL.

111.4.1.1 Contraintes pre-analytiques

La qualité du prélevement et des étapes pré-analytiques est déterminante. Le patient doit
idéalement étre prélevé avant toute mise sous anticoagulant. Certains anticoagulants, comme
les anti-vitamines K(AVK) et les héparines, peuvent en effet interférer avec les différents
tests.

Le patient doit également étre prélevé a distance d’un événement thrombotique afin d’éviter
les interférences avec le traitement et avec le facteur VIII qui est parfois augmenté dans ces
situations comme ¢’est également le cas pendant la grossesse (86) (12).

Le sang veineux doit étre prélevé sur citrate de sodium. Il faut s’assurer d’avoir éliminé le
maximum de plaquettes résiduelles possible du plasma (< 107/ml) qui pourraient apporter des

phospholipides et réduire considérablement la sensibilité des tests (12).

111.4.1.2 Choix des tests de dépistage

Aucun test n’est en mesure de détecter la totalité des LA. Il est donc indispensable de réaliser
en paralléle deux tests de dépistage sensibles et explorant des segments différents de la
cascade de la coagulation. Le dépistage du LA sera considéré comme positif si au moins un
des deux tests est allongé (12).

Les tests de dépistage a utiliser sont en priorité le temps de venin de vipere Russell dilué
(dRVVT) et un temps de céphaline avec activateur (TCA) utilisant un réactif sensible au LA
(44).

111.4.1.2.1 Temps de venin de vipére Russell dilué (dRVVT)

Le venin de vipere a I’origine de ce test active le facteur X en présence de phospholipides. Il
est insensible aux déficits en facteurs VIII et IX ou a la présence d’inhibiteurs de ces mémes
facteurs de la coagulation.

Ce test est donc plus spécifiqgue du LA que le TCA et de nombreux tests commerciaux

contiennent un agent neutralisant I’héparine jusqu’a 1 Ul/ml (12) (86).
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111.4.1.2.2 Temps de céphaline avec activateur (TCA)

La sensibilité de ce test varie considérablement en fonction des réactifs employés. D’un
fabricant a 1’autre la composition et la teneur en phospholipides ainsi que le type d’activateur
de la coagulation employé (silice et kaolin par exemple) varient et influent sur la sensibilité du
test. Les TCA les plus sensibles ont une faible concentration en phospholipides et utilisent la

silice comme activateur (12).

111.4.1.2.3 Autres tests de dépistage
Il existe plusieurs autres tests de dépistage des LA, mais leur utilisation n’est plus
recommandée dans cette indication (12):

> Le kaolin clotting time ou KCT (& ne pas confondre avec le temps de céphaline kaolin
ou TCK tres peu sensible aux LA) apparait sensible mais peu reproductible.

> Le temps de thromboplastine dilué ou TTD manque de spécificite.

» Les tests utilisant des venins comme I’écarine et la textarine, activateurs de la
thrombine, n’ont pas été commercialisés en raison de difficultés de production
industrielle (12).

Selon les derniéres recommandations, il convient d’utiliser comme seuil de positivité de
I’allongement des tests de dépistage le 99e percentile établi pour chaque laboratoire et chaque
réactif (12).

111.4.1.3 Mise en évidence d’une activité inhibitrice

Devant ’allongement d’au moins un des deux tests de dépistage, la présence d’une activité
inhibitrice doit étre recherchée par une épreuve de correction.

Le plasma a tester est mélangé a un pool de plasmas normaux strictement déplaquettés par la
méme procédure que le plasma a tester.

Une absence de correction des tests de dépistage apres le mélange signe la présence d’un
inhibiteur, également appelé anticoagulant circulant, qui peut étre un APL ou un inhibiteur
dirigé contre un facteur de la coagulation.

Il est actuellement conseillé de réaliser le test dans les 30 minutes suivant le mélange (12).
111.4.1.4 Confirmation de la dépendance en anti-phospholipides

Pour distinguer les LA des inhibiteurs dirigés contre un facteur de la coagulation, il faut
refaire le ou les tests de dépistage allongés en présence d’un exces de phospholipides.

Si I’inhibiteur présent est bien un LA, on observe une correction au moins partielle de

I’allongement du test (12).
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Le résultat est exprimé en pourcentage de correction : [(dépistage — confirmation)
dépistage] x 100 ou, plus simplement, en ratio (dépistage/confirmation).

Dans tous les cas la valeur limite du test doit étre déterminée localement par le calcul du 99e
percentile (12).

111.4.1.5 Exclusion d’une coagulopathie associée

Une fois la présence d’un LA affirmée, il est nécessaire d’éliminer une autre cause
d’allongement des tests de dépistage possiblement présente et masquée par le LA.

Devant un allongement tres marqué du TCA ou du dRVVT il est donc nécessaire d’explorer
respectivement les facteurs de la voie endogene (VIII, 1X, XI et XII) ou les facteurs du
complexe prothrombinique (11, V, VIl et X) (12).

La présence d’un LA peut interférer avec les dosages chronométriques des facteurs explorés
par le TCA entrainant un déficit apparent en un seul ou, plus fréquemment, en plusieurs
facteurs.

Ceci doit conduire a la réalisation de dosages des facteurs du TCA sur des dilutions
croissantes du plasma testé en appliquant au résultat le facteur de correction lié a la dilution.
Si ’abaissement du taux des facteurs est induit par le LA on observe alors une normalisation
du taux des facteurs au fur et & mesure des dilutions.

En cas de doute, notamment et surtout pour le dosage du facteur VIII pour lequel cette
méthode de dilution ne suffit pas toujours, le recours a des méthodes de dosage

chromogéniques non influencées par le LA doit étre envisagé (12).
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Figure 13:Anticorps induisant une activité lupus anticoagulant(44)

111.4.2 Tests immunologiques conventionnels

En réalité, plusieurs APL reconnaissent non pas des phospholipides mais des complexes
phospholipides cofacteurs protéiques voire méme les cofacteurs protéiques seuls. Cette
diversité, conjointement a la variabilité des réactifs utilisés, explique que les tests Elisa
actuellement utilisés présentent de grandes difficultés de standardisation. Les 2 catégories
d’APL & rechercher par des tests immunologiques sont les ACA et les anti-B2GPI. Les
criteres biologiques pour ces derniers anticorps incluent seulement les isotypes 1gG et/ou IgM.
Un titre ¢élevé et I'isotype IgG (observé isolé ou associé¢ a I’isotype IgM chez environ 90 %
des patients avec SAPL) pour ces deux anticorps sont corrélés au risque thrombotique, mais la
présence isolée d’anticorps d’isotype IgM peut s’observer dans les formes purement
obstétricales du SAPL(12). La présence d’ACA ou d’anti-B2GPI d’isotype IgA s’observe plus
fréquemment chez les patients lupiques de race noire et est rarement détectée en I’absence
d’ACA ou d’a2BGPI d’isotype IgG et/ou IgM chez les patients avec SAPL et n’a donc pas été
retenue comme critére biologique du SAPL (12).

111.4.2.1 Détection des anticorps anti cardiolipine

Dans le test Elisa ACA historique, ’essentiel de la B2GPI présente était apportée par le
tampon de saturation et de dilution des échantillons contenant du sérum animal. Depuis les

années 2000, les fabricants de tests ELISA ajoutent dans leurs kits de la B2GP1 humaine afin
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de détecter les anticorps ACA dépendant de la B2GPI humaine, plus prédictifs du risque
thrombotique (44).

Les tests Elisa ACA conventionnels ou les tests immunologiques plus récents
(chimioluminescence, billes multiplex), mettent en évidence, sans permettre de les distinguer,
au moins trois types d’anticorps (44) (figurel4) :

« Ceux qui reconnaissent le domaine 1 de la B2GPI qui sont les plus pathogénes et se
rencontrent dans le syndrome des anti-phospholipides associés ou non au lupus érythémateux
systémique (LES). Ces anticorps sont essentiellement d’isotype IgG, de sous classe 1gG2,
pouvant étre associés a la présence d’IgM, et leur présence est durable. La présence isolée
d’ACA d’isotype IgM dans le SAPL est une situation peu fréquente ;

» Ceux reconnaissant les autres domaines de la p2GPI dont la signification pathologique n’est
pas établie ;

» Ceux reconnaissant uniquement la cardiolipine de facon indépendante de la p2GPI (« vrais »
ACA) qui sont observés dans les infections. Ils sont d’isotype IgM ou IgG de sous-classe
IgG3 et présents de fagon transitoire (disparaissent en 8 a 10 semaines).

Certaines infections chroniques (infection par le VIH, leépre) peuvent s’accompagner d’ACA
persistants dans le temps. Des ACA reconnaissants la B2GPI s’observent dans deux infections
: la lépre et I’infection par le parvovirus B19.

Les tests Elisa ACA ne détectent pas les anticorps dirigés contre la prothrombine qui sont
détectés par un Elisa spécifique (44).

ELISA aCL

Anticorps anti

> domaine 18,GP1
Anticorps |

anti-

cardiolipine ‘&" SAPL/LES
| AN
\ A A B. Anti-B,GPI

A. Vrais anticorps v 4 Anticorps anti-domaine 1

Transitoires anticardiolipine
A < q % ¢ €— ﬁ,GPl

IgM | s slel— | 1g62
IgG3 [= ' IgM
A < Anticorps anti
prothrombine
C,. Anti-B,GPI 2 y ‘/E . D. Ne détecte pas
Anticorps non 3 les anticorps anti-
anti-domaine 1/ A prothrombine
3 |
Prothrombine |
— A ]
| 7 _
Non domaine 1
anticorps anti D'aprés Giannakopoulos et al, Blood 20093

B,GP1

Figure 14:Anticorps détectés par I'ELISA ACA (44)
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111.4.2.2 Détection des anti-p2glycoprotéine |

Les anticorps les plus pathogenes reconnaissent une séquence peptidique sur le domaine 1 de
la B2GPI induisant une dimérisation de cette derniere et augmentant son affinité pour les PL
anioniques (44) (figure 15).

L’antigéne utilisé dans ces tests Elisa ou apparentés doit étre de la f2GPI humaine purifiée et
non pas recombinante.

La spécificité du test Elisa aB2GPI pour le diagnostic du SAPL est meilleure que 1I’Elisa ACA
car il ne détecte pas les APL présents dans les infections (« vrais » ACA) (figure 16). Cette
meilleure spécificité s’accompagne d’une sensibilité plus faible (44).

Pour diminuer la variabilité inter-laboratoire des différents tests Elisa, les experts européens
recommandent d’analyser chaque échantillon en double, de déterminer le seuil de positivité
pour chaque laboratoire égal au 99e percentile a partir d’au moins 50 échantillons normaux et

d’inclure a chaque série un contréle externe reproductible (12).

Anti-B2GPI
B2GPI g? —%— /A

Activation cellulaire

Figure 15:La fixation des anticorps anti-phospholipides sur la 2GPI
(domaine 1) entraine sa dimerisation et augmente son affinité pour les
phospholipides membranaires(43)
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Figure 16:Anticorps détectés par les I'ELISA ap2GPI (44)
111.4.2.3 Recommandations pour la détection des ap2GP1 et des ACA

Depuis la mise au point des tests Elisa ACA au début des années 1980 pour améliorer la

Prothrombine
Non domaine 1
anticorps anti
B,GP1

sensibilité et la spécificité de la simple dissociation VDRL+/TPHA— pour détecter la présence
d’ACA, de trés nombreux travaux collaboratifs ont été conduits pour tenter d’améliorer la
standardisation de ces tests Elisa. Les experts du sous-comité anti-phospholipides de la société
internationale d’hémostase et thrombose ont publi¢ des recommandations techniques pour ces
tests immunologiques en 10 points (44) :
1. sélection des patients a tester pour éviter les faux positifs ;
2. sérum ou plasma dans un tube citrate ;

ACA B2GPI dépendant, B2GPI humaine (non recombinante) ;

idéalement : CV< 20 % (voir < 10 %) ;

interférences : facteur rhumatoide pour IgM, hypergammaglobulinémie [11] ;

3.
4.
5.
6. en duplicate pour méthodes manuelles ;
7. standards et calibration ;

8. expression des résultats ;

9. valeurs seuils : 99e percentile calculé en testant 120 plasmas témoins ;

10. reésultats et conclusion : interprétation tenant compte des resultats des 3 tests (LA, ACA,
ap2GPl), nécessité du contréle a au moins 12 semaines d’intervalle.

111.4.2.4 Discordances ACA / ap2GPI :

Si le diagnostic biologique est simple en cas de triple positivité, les situations ou les résultats

révélent une positivité dissociée en ACA et a B2GPI sont d’interprétation plus complexe et
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peuvent étre rencontrées dans des situations cliniques variées (44).
> ACA+/aB2GPI-:

« ACA B2GPI indépendants : infections, tumeurs ;

» manque de sensibilit¢ de I’Elisa f2GPI ;

« af2GPI ne reconnaissant que la B2GPI animale (pour les tests effectués avant 2000)
» ACA-/aB2GPI+:

* epitope au niveau du site de liaison aux phospholipides (domaine V) ;

* ap2GPI ne reconnaissant que la B2GP1 humaine (pour les tests effectués avant 2000).

111.4.2.5 Quels isotypes rechercher ?
Les anticorps prédominants chez les patients avec un SAPL sont d’isotype IgG et ils semblent
étre associes de facon plus importante avec les événements thrombotiques que les IgM (44).
Cependant, certaines patientes présentant un SAPL purement obstétrical, présentent une
positivité IgM de facon isolée, illustrant la nécessité de rechercher ces isotypes IgM en cas de
forte suspicion clinique de SAPL(44).
D'aprés des études effectuées sur les IgA traitées lors du 14°™ congrés international sur les
anticorps anti-phospholipides, les conclusions sur la possibilité de leurs intégrations dans les
critéres biologiques du SAPL ont étaient les suivantes (99) :
e la positivité des tests IgA ACA et af2GPI était généralement associé a la positivité
d'autres APL ce qui rend difficile la compréhension du réle des IgA seuls dans le
SAPL ;
e La positivité des tests IgA ACA est rare. Leur utilité pourrait étre restreinte aux
patients avec une forte suspicion de SAPL avec absence des critéres biologiques ;
e le dosage des IgA ap2GPI pourrait contribuer a I'évaluation du risque thrombotique et
des complications obstétricales surtout chez les patients lupiques ;
e la signification des ap2GPI d'isotype IgA dirigés contre les domaines 4 et 5 de la
B2GPI devrait étre etudiée plus en détail.
La place des anticorps d’isotype IgA dans le diagnostic du SAPL n’est donc pas encore
parfaitement définie. Actuellement, la classification de Sidney ne les intégre pas dans le
diagnostic, faute d’argument suffisant (44).
Les aBf2GPI d’isotype IgA semblent étre associés de facon plus forte que les ACA d’isotype
IgA aux manifestations cliniques du SAPL, mais de manicre insuffisante pour qu’ils soient

intégrés dans les criteres diagnostiques du SAPL (44).
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111.4.3 tests immunologiques non conventionnels

111.4.3.1 Détection des anti-phosphatidyl-éthanolamine (aPE)

Il n’y pas de standardisation des Elisa-aPE et ils n’ont actuellement pas de place dans le
diagnostic du SAPL « conventionnel ».Cependant, la recherche d’anticorps anti-PE peut étre
indiquée chez les patients avec manifestations cliniques trés évocatrices du SAPL avec une
recherche répétée d’anticorps anti-phospholipides conventionnels négative. En effet, certains
patients ayant des aPE positifs isolément (LA—, ACA—, ap2GPI-) peuvent présenter des
signes cliniques de SAPL (44).

111.4.3.2 Détection de I’anti-prothrombine (aPT)

Ces anticorps ne sont pas détectés par les ACA-Elisa et aB2GPI-Elisa (Fig. 1 et 2).

Ils peuvent étre mis en évidence par un Elisa-anti-prothrombine humaine. La présence de ces
anticorps ne semble pas étre associée a un risque thrombotique accru. lls seront a rechercher
essentiellement lors de I’association d’un LA avec une hypoprothrombinémie pour en
comprendre le mécanisme et suivre la diminution du taux des anticorps habituellement en

miroir avec 1’élévation du taux de facteur Il circulant (44).

111.4.3.3 Détection des anti-PS/PT

Les tests immunologiques recherchant les anticorps dirigés contre le complexe
phosphatidyl-sérine/prothrombine détectent un groupe hétérogéne d’anticorps englobant les
anticorps  dirigés contre la prothrombine seule ou contre le complexe
phosphatidyl-sérine/prothrombine (44).

La liaison entre la prothrombine et la phosphatidyl-sérine induit un changement
conformationnel de la prothrombine, permettant de dévoiler des épitopes particuliers et la
détection des anticorps anti-prothrombine correspondants. Les anticorps dirigés contre le
complexe PS/PT sont associés chez les patients avec SAPL a la présence d’un LA [24], ainsi
qu’a la survenue d’événements thromboemboliques, avec une meilleure corrélation avec le

risque thrombotique que les aPT (44).

I11.5 Autres investigations

111.5.1 Imagerie

Diverses explorations (échographies-Doppler, scanner, IRM, angiographies) peuvent étre
effectuées pour objectiver les thromboses, en fonction de l‘organe atteint. Autant que
possible, les examens non agressifs seront préferés (100)

111.5.2 Anatomie-pathologique

Les Iésions observées sont des lésions de thrombose et/ou d‘infarctus et de nécrose tissulaire,
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sans inflammation associée ; cependant, dans le syndrome des anti-phospholipides
«secondaire», des lésions de vascularite peuvent coexister. L‘étude histologique des tissus
1ésés nest pas indispensable au diagnostic. En revanche, dans le cas des avortements répétés,
I‘analyse du produit de fausse couche est utile : elle permet d‘écarter une anomalie

chromosomique et d‘objectiver les infarctus placentaires (100)

111.6 Evolution du titre des anticorps

L’¢évolution du titre des anticorps est difficilement prévisible et une variation spontanée du
titre des anticorps ACA et ap2GPI est observée chez plus d’un quart des patients avec
SAPL(44).

Chez ces patients, un traitement par hydroxychloroquine au long cours (au moins 12 mois
consécutifs) semble pouvoir permettre une diminution significative du titre des anticorps (19G
ACA et ap2GPI, IgM ap2GPl) (44).

Il a été observé chez certains patients triples positifs, une négativation des ap2GPI au cours du
suivi en raison de la baisse du taux d’ACA B2GPI dépendants et de la plus faible sensibilité
de I’Elisa anti- f2GPI.

L’étude d’une population de patients ayant une biologie anti-phospholipide positive connue a
montré que cette biologie anti-phospholipide restait positive et stable pour prés de trois quart

des patients suivis (44).

111.7 profil biologique permet-il de prédire le risque clinique ?

Une étude italienne rétrospective portant sur plus de 600 patients a montré que la triple
positivité (LA+, ACA+, af2GPI+) est associée a un risque thrombotique majeur (OR = 33,3)
comparée a la positivité du LA (OR = 4,4), des ap2GPI IgG et/ou IgM (OR = 2,9) ou ACA
IgG et/ou IgM (OR = 1,2 NS) (44).

Sur une population de 189 patients suivis dans le cadre de leur SAPL avec un triple positivité,
34,4 % des patients ont eu un événement thromboembolique majeur sur une période de suivi
médiane de 6 ans (44).

Ces données ont été confirmees par une étude multicentrique prospective chez des sujets
jusque-la asymptomatiques, avec un risque moyen annuel d’événements thromboemboliques
de 5,3 % chez les sujets triples positifs contre 1,36 % chez les sujets avec simple positivité
APL (44).

De plus, les patientes avec triple positivité des marqueurs biologiques du SAPL et antécédent
thrombotique sont celles pour lesquelles le taux de réussite du traitement conventionnel

(aspirine + héparine de bas poids moléculaire) pour prévenir les complications obstétricales
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est le plus faible (58,3 %), nécessitant en plus 1’administration d’immunoglobulines
intraveineuses et/ou la reéalisation de plasmaphéreses pour améliorer considérablement le

pronostic obstétrical (44).

111.8 Nouveaux marqueurs prédictifs

111.8.1 Test de génération de thrombine

Le test de génération de thrombine est un test de coagulation au cours duquel la quantité de
thrombine générée est mesurée. Ce test permet la mise en évidence d’une résistance acquise a

la protéine C activée chez les patients avec anticoagulant circulant de type lupique (44).

111.8.2 Anticorps anti-domaine 1 de la 2GPI

Les anticorps anti-p2GPI peuvent étre divisés en deux sous-groupes : les ap2GPI dirigés
contre le domaine 1 de la B2GPI et les ap2GPI dirigés contre les autres domaines.

Des tests immunologiques (Elisa et chimioluminescence) ont été mis au point pour détecter
les anticorps anti-domaine 1 de la B2GPI qui sont fortement corrélés avec la fréquence de
survenue des événements thrombotiques (44).

L’intérét de la détection spécifique de ces anticorps anti-domaine 1 est intimement lié a la
qualité des Elisa aB2GPI utilisés.

En effet, 1’utilisation d’Elisa ap2GPI avec un domaine 1 accessible, limite I’intérét d’une
détection spécifique de I’anti-domaine 1 (44).

111.8.3 LA dépendant de la p2GPI

La présence d’'un LA dépendant de la B2GPI mise en évidence par le raccourcissement
spécifique de test de coagulation de dépistage apres ajout de CL (étape de confirmation de la
dépendance aux PL) est associée a un risque supérieur d’événements thrombotiques (OR =
42,3) en comparaison avec les LA non dépendants de la B2GPI (OR = 1,6) [36]. Dans une
récente étude multicentrique visant a évaluer un test commercial permettant de mettre en
évidence les LA dépendants de la B2GPI, un risque thrombotique deux fois plus important a
éte trouve en comparaison des tests classiques de détection d’une activité LA (44).

I11.8.4 Résistance a I’annexine V

Un test de coagulation évaluant la résistance a ’annexine V a été mis au point et est un
marqueur supplémentaire de risque thrombotique chez les patients ayant des APL [38].
L’hydroxychloroquine semble étre une thérapeutique intéressante, permettant de rétablir in
vitro I’activité anticoagulante de I’annexine V (44).

111.8.5 Combinaisons de tests incluant les APL non conventionnels

Devant I’hétérogénéité des APL et la difficulté a caractériser parfaitement la biologie des
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patients SAPL, différents scores existent afin d’aider les cliniciens a classer leur patient
vis-a-vis de leurs risque thrombotique :

Le score APL-S est un score purement biologique. Il a été établi & partir d’une population de
patients avec des pathologies auto-immunes systémiques.

Ce score utilise les tests diagnostiques conventionnels du SAPL :

Différents tests de coagulation pour la recherche du LA, les 1gG et IgM ACA, les 1gG et IgM
a B2GPI en y ajoutant la recherche d’anti-PS/PT 1gG et IgM (44) ;

Le score APL-S est calculé par la somme des points attribués a chaque test positif et
permettrait de prédire la survenue d’événements thrombotiques avec une augmentation du
risque corrélée a I’augmentation du score (44) ;

Le score GAPSS est un score clinico-biologique d’évaluation du risque thrombotique [41].
Ce score varie de 0 a 22 avec des points attribués de la maniere suivante :

ACA 1gG/IgM+ : 5 points, ap2GPI IgG/IgM+ : 4 points, LA+ : 4 points, aPS/PT IgG/IgM : 3
points, hypertension artérielle : 3 points, dyslipidémie : 3 points.

Le score GAPSS a été évalué dans une étude prospective multicentrique.

Un score supérieur a 16 semble étre un bon marqueur prédictif d’événements thrombotiques
(44).

De nombreuses études se sont intéressées a 1’impact des marqueurs ne rentrant pas dans le
cadre diagnostic de la classification de Sidney.

En 2014, Sciascia et al, ont étudié une population de patients atteints de LES dans laquelle la
triple positivité LA+, a P2GPI+, aPS/PT+ est & risque majeur de thrombose ou de
complications obstétricales (OR = 23,2) et supérieure a la combinaison des criteres
biologiques de Sidney : LA+, ACA+, af2GPI+ (OR = 14,9) (44).

IV- PRISE EN CHARGE THERAPEUTIQUE DU SAPL

De par les différents profils cliniques du SAPL, il n’existe pas de prise en charge thérapeutique
standardisée (101).

Dans tous les cas de figure, la durée du traitement anticoagulant sera pondérée par 1’évolution
du risque hémorragique au cours de la vie en gardant en perspective que 1’anticoagulation est

indiquée initialement pour une durée indéterminée (101).
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IV.1 Traitement du SAPL thrombotique
IV.1.1 Prévention primaire du SAPL thrombotique

En présence d’APL sans manifestations thrombotiques, le bon sens est d’introduire un
antiagrégant plaquettaire(Aspirine) (101).

En revanche, face a une situation prothrombogéne (alitement, chirurgie...), il semble légitime
d’instituer une prévention par héparines de bas poids moléculaire (risque élevé) pendant la
période a risque, méme si les études manquent pour confirmer 1’utilisation des héparines de bas

poids moléculaire (101).

IV.1.2 Traitement curatif des thromboses

Le traitement curatif a la phase aigué d’une thrombose veineuse au cours du SAPL s’impose en
toute circonstance et fait appel, sans originalité, aux héparines a dose curative (avec contréle de
I’activité anti-Xa) relayées aprés cing a six jours par une anti-vitamine K (AVK) débuté le soir
dés le premier jour. L’objectif du traitement par AVK est de maintenir I’INR autour de 3 (83).

1VV.1.3 Prévention secondaire du SAPL

IV.1.3.1 Traitement des manifestations thrombotiques artérielles et veineuses

En cas de thrombose veineuse simple, une anticoagulation ayant pour objectif un INR entre 2 et
3 est suffisante. Afin d’éviter d’avoir un INR infra thérapeutique, comme cela est bien souvent
le cas pour les patients SAPL qui récidivent, il faut insister sur I’indispensable éducation du
patient (101).

La lutte contre les autres facteurs de risque thrombotique ne doit pas étre oubliée.

La durée d’anticoagulation sera prolongée et «personnalisée » en fonction du titre des APL, des
facteurs de risque thrombotiques concomitants, de la gravité de I’événement initial (les patients
récidivant en général dans le méme territoire) et du risque hémorragique. Elle sera prolongée en
cas d’accident artériel grave, de manifestations thrombotiques...(101).

IV.1.3.2 Traitements spécifiques

1V.1.3.2.1 AVK oraux

Le traitement utilisé dans 1’anticoagulation a long terme pour des patients atteints de SAPL et
les patients qui ont une thrombose veineuse est I’AVK et warfarin est le médicament le plus
utilisé (102).

1V.1.3.2.2 Héparine et I’héparine de bas poids moléculaire

Des études sur 1I’héparine de bas poids moléculaire ont montré 1’efficacité de cet agent comme
une alternative a la warfarin en raison d’épisodes de récidives de thrombose malgré I’ utilisation

des AVK ou I’incapacité de maintenir un INR autour de 3 (102).
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1VV.1.3.2.3 les anticoagulants oraux directs

Sont fréquemment utilisés chez les patients atteints du SAPL car ils ne nécessitent pas de suivi
et parcequ’ils ont moins d’interactions drogue-drogue et drogue-nourriture. Les plus utilisés
sont les inhibiteurs de la thrombine (dabigatran) et les inhibiteurs du facteur Xa (rivaroxaban et
apixaban) mais ils sont irréversibles (102).

Les inhibiteurs oraux directs sont utilisés chez les patients atteints du SAPL, seulement quand
ils présentent une intolérance aux AVK (102).

1.2 Traitement du SAPL obstétrical

IV.2.1 Prévention primaire du SAPL obstétrical

En cas de SAPL obstétrical pur sans thrombose artérielle ou veineuse préalable, une
prévention des thromboses semble nécessaire étant donné le risque thrombotique en
peri-partum eta moyen terme (101).

L’association aspirine-héparine a prouvé son efficacité. L’aspirine est en général arrétée 10
jours avant la date du terme et ’HBPM, 48heures avant 1’accouchement (101).

Les héparines de bas poids moléculaire (HBPM) sont habituellement prescrites en post-partum
pour une durée de 6 semaines tandis que I’aspirine est prescrite a dose anti agrégante pour la

prévention des événements thrombotiques a moyen terme (101).

IV.2.2 Prévention secondaire du SAPL obstétrical

Cette situation a haut risque thrombotique et obstétrical justifie une prise en charge
pluridisciplinaire médico-obstétricale optimale.

En cas de SAPL artériel ou veineux avéré, la poursuite de I’anticoagulation est nécessaire
pendant la grossesse en remplacant les AVK par une HBPM a dose hypocoagulante des le

diagnostic de grossesse est pose (101).

V.3 Traitement du syndrome catastrophique des anti-phospholipides

Le traitement de cette forme mortelle dans 30 a 50 % des cas doit étre optimal et sans délai
associant une anticoagulation efficace, les agents immuno-modulateurs comme le
cyclophosphamide et les steéroides. Les échanges plasmatiques sont freqguemment utilisés dans

cette microangiopathie thrombotique et sont a I’origine de I’amélioration du pronostic vital (94)

1V.4 Autres traitements

IV.4.1 Statines
Ont un effet anti-inflammatoire et inhibent ’activation cellulaire induite par les anticorps
anti-phospholipides (102).

Le fluvastatine empéche 1’expression des molécules d’adhésion et le facteur tissulaire
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Le Simvastatin et pravastatin diminuent les pertes feetales chez les souris(102).
Mais; en ce moment; les statines ne sont pas recommandés chez les patients atteints du SAPL
en absence d’une hyperlipidémie (102).

IV.4.2 Hydroxychloroquine

Il est utilisé pour le traitement du LES en raison de son effet anti-inflammatoire et
immuno-modulateur (102).

Il est utilisé chez les patients lupiques grace a son effet protecteur des thromboses artérielles et
veineuses sans ou avec APL.

Cependant, aucune étude n’a confirmé son utilisation chez les patients APL positif sans
association avec une autre maladie auto-immune systémique.

Hydroxychloroquine inhibe 1’agrégation plaquettaire et la sécrétion de 1’acide arachidonique
par les plaquettes activées. Il inhibe aussi la fixation des aB2GPl aux phospholipides
membranaires (102).

Récemment de Rand et ses collégues ont montré que I’hydroxychloroquine protége 1’annexine

A5 et empéche la rupture des syncytiotrophoblastes placentaires induite par les APL (102).

V.5 Voies d’avenir pour le traitement du SAPL

IV.5.1 Inhibition du complément

L'utilisation des anticorps anti-C5a monoclonaux et les antagonistes des récepteurs du C5a chez
des souris atteintes du SAPL a donné son efficacité pour la prévention des pertes feetales et la
diminution des thromboses (102).

Les études cliniques sur I'inhibition du complément dans le SAPL sont limitées a un seul cas
décrivant la réussite d'utilisation de I'eculizumab chez des patients avec un SCAPL réfractaire
(102).

IV.5.2 Defibrotide

Caractérisé par une action anti-thrombotique, profibrinolytique et un effet anti-inflammatoire
sur les cellules endothéliales par blocage de I'expression du facteur tissulaire.

Le Defibrotide peut diminuer l'activation des cellules endothéliales dans le SAPL et il est
aussi utilisé pour le traitement du SCAPL réfractaire (102).

IVV.5.3 Rituximab

Les lymphocytes B contribuent a la pathogénése du SAPL par la production des anticorps
anti-phospholipides (102).

Le Rituximab (un anticorps monoclonal anti-CD20) induit la déplétion des LB et son

utilisation chez les patients présentant un SCAPL réfractaire a bien réussit (102).
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IV.5.4 Vitamine D
Elle possede un réle immuno-modulateur tres important, un déficit en Vit D est donc

relativement lié aux maladies auto-immunes (102).

Des études récentes ont évoqué la possibilité que la Vit D soit un agent anti-thrombotique
En effet, des taux faibles en vit D sont corrélés a des thromboses veineuses et artérielles

Cependant aucune étude récente n’a pu la relié aux complications thrombotiques (102).

V- TRAVAUX DE RECHERCHES RECENTS SUR LE SAPL

V.1 Alliance pour les essais cliniques et la mise en reseau du Syndrome des
anti-phospholipides (APS ACTION)
Depuis la description du syndrome des anti-phospholipides (SAPL) (13) au milieu des années
1980, la recherche clinique sur cette maladie a connu une croissance exponentielle.
En 2010, le Comité organisateur du 13°™ Congrés international sur les anticorps
anti-phospholipides (APL), présidé par Dr. Silvia Pierangeli, a créé une équipe de recherche
clinigue (CRTF) dont les objectifs étaient d'évaluer les limites et d'élaborer des lignes
directrices pour la recherche clinique sur le SAPL.
Le CRTF a recommandé la création d’un réseau de collaboration international pour concevoir
et mener des essais cliniques prospectifs, multicentriques et a grande échelle chez des patients
porteurs d’APL (103).
Un «Sommet CRTF APS» en novembre 2010 a généré des idées pour de futurs essais cliniques
collaboratifs et a ainsi lancé un réseau international de recherche clinique sur le SAPL intitulé
«Alliance pour les essais cliniques et la mise en reseau du Syndrome des anti-phospholipides»
“Anti-phospholipid Syndrome Alliance for Clinical Trials and International Networking’’
(APS ACTION) (104).
Le principe fondateur de I’APS ACTION est la collaboration internationale et le partage de
données. Un objectif secondaire est d'affiner et de réactualiser les définitions des manifestations
cliniques associées aux APL (104).
V.1.1 Recherche en cours
Au début de I'année 2012, APS ACTION a lancé deux projets internationaux collaboratifs:

e une base de données cliniques en ligne de patients avec ou sans maladie auto-immune

systémique, incluant un référentiel avec une collecte de base et une collecte annuelle

d'échantillons pour de futures études mécanistes ;
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e un essai contr6lé randomise de I'hydroxychloroquine dans la prévention de la
thrombose primaire chez des patients atteints de thrombose persistante avec ou sans

APL, avec ou sans autres maladies auto-immunes systémiques.
Un autre objectif d'APS ACTION est de mener des études épidémiologiques qui enquétent sur
les associations entre les tests APL, les facteurs de risque et les résultats cliniques qui, nous
I'espérons, généreront des hypothéses conduisant a de nouvelles recherches fondamentales et

transrationnelles ? (32)

V.1.2 Base de données cliniques internationale et référentiel de I’APS ACTION

Une base de données et référentiel clinique international et multicentrique nous permet
d'étudier prospectivement I'histoire naturelle des patients APL positifs. Les données sont
collectées et gérées a I'aide des outils de capture de données électroniques REDCap hébergés
chez Weill Cornell Medicine (105), une application Web sécurisée qui prend en charge la saisie
de données pour les études de recherche(32).

En novembre 2016, 25 centres ont recu l'approbation de I'Institutional Board (IRB) pour
participer au registre APS ACTION, et 668 patients ont été inscrits.

Depuis sa création, plusieurs analyses préliminaires ont été réalisées (y compris celles
présentées lors du 15°™ Congrés International sur les APL) (32).

Ces analyses ont pu démontrer :

e Une association du profil APL triple-positif avec le SAPL catastrophique et avec la
valvulopathie, mais pas avec d'autres manifestations liées aux APL (106) ;

e Les risques récidivants d'un an et les premiers risques de thrombose chez les patients
ayant une persistance des APL sont respectivement de 1,7% et 0% par an (107); au
cours d'un suivi prolongé (720 patients-années, moyenne de 1,7 + 0,65), le risque a
augmenté a 2,4% et 1,9%, respectivement. Le risque est associé a la positivité de
I'anticoagulant lupique (LA) et / ou a la triple positivité des APL en plus d'autres
facteurs de risque de thrombose non-APL (108) ;

e L'analyse par clusters (groupes) a pu distinguer parmi les patients porteurs d’APL,
quatre différents phénotypes cliniques: ceux présentant des complications obstétricales,
ceux ayant des facteurs de risque cardiovasculaires, ceux ayant un profil APL en faveur
d’un SAPL et ceux atteints d’un lupus (32).

e Les facteurs de risque de thrombose a la suite d'une atteinte obstétricale lié a la présence

des APL incluent un age plus précoce au cours du premier épisode, des facteurs de
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risque cardiovasculaire, des manifestations cliniques non critéres diagnostiques et un
test APL positif (109).

e Le score plus élevé (GAPSS) prédit le risque de thrombose a venir aprés une
complication obstétricale liée aux APL (110).

e Les patients atteints de LEAD ont plus souvent des IgA anti-B2-glycoprotéine-I
(ap2GPI) que des IgA anti-cardiolipines (ACA); Cependant, Les 1gG, IgM, ou IgA
ACA / aP2GPI ne distinguent pas entre les patients avec différents événements cliniques
lies a la présence des APL ou entre les patients atteints ou non de LEAD (111).

e Une thrombocytopénie persistante et une anémie hémolytique auto-immune
surviennent le plus souvent chez les patients atteints de LEAD.

e L'hypertension artérielle et le tabagisme sont plus fréquents chez les patients atteints
d'aplasie médullaire associée a un LEAD en comparaison avec I’aplasie médullaire non
associé a un LEAD; la fréquence des autres facteurs de risque cardiovasculaires est
similaire dans les deux groupes (111).

e Les patients porteurs d’anticorps anti-phospholipides ayant des caractéristiques
sérologiques du LEAD sans caracteéristiques cliniques sont plus susceptibles de recevoir
de I'nydroxychloroquine (HCQ); environ un tiers des patients atteints de SAPL primaire
recoivent le HCQ (112).

e Sur les 428 patients atteints de SAPL thrombotique inclus dans le registre, 19 ont regu
un anticoagulant oral direct (DOAC), principalement du rivaroxaban. Six patients ont
développé des événements récurrents au cours du suivi de deux ans; cependant, chez
11/19 des patients, l'utilisation du DOAC n'était pas conforme aux indications
préconisées, mis a part le diagnostic Du SAPL, par exemple, utilisé pour la thrombose
artérielle récidivante (113).

Ces résultats sont préliminaires et certains sont basés sur des données rétrospectives. Les
analyses futures fourniront des conclusions plus définitives.

Au cours des 5 dernieres années, APS ACTION, la premiere collaboration internationale entre
cliniciens et investigateurs du SAPL axée sur la conduite d'essais cliniques multicentriques,
randomisés et controlés, a répondu a un besoin important dans la recherche sur le SAPL.

Les membres continuent d'identifier les lacunes et les limites dans la littérature du SAPL que
APS ACTION s'efforce d'améliorer avec des études prospectives a grande échelle qui
valorisent le diagnostic précoce, la stratification des risques, la recherche scientifique

fondamentale pour élucider les mécanismes et les thérapies améliorées (32).
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V.2 Rapport du 15°™ Congreés international sur les anticorps anti-phospholipides

Le syndrome des anti-phospholipides est caractérise par des thromboses et / ou des
complications obstétricales chez les patients présentant des anticorps anti-phospholipides
persistants (APL)

Compte tenu de la mortalité importante liée au SAPL et des limites importantes des critéres
actuels, le 15e Congreés international sur la classification du SAPL a pour objectif d'élaborer de
nouveaux critéres factuels pour améliorer la recherche clinique sur le SAPL (114).

Une approche multicentrique internationale a été utilisée pour capturer a la fois le large spectre
des manifestations cliniques de la maladie et la variabilité dans les tests de laboratoire APL.
Ces critéres pourraient permettre d'identifier les patients présentant une forte probabilité de
souffrir d'un SAPL et de mieux standardiser les patients pour la recherche clinique sur le SAPL.
Cette partie passe en revue la justification et la méthodologie de 1’élaboration de nouveaux
criteres de classification du SAPL (114).

V.2.1 Justification de I'élaboration de nouveaux criteres de classification du syndrome
des anti-phospholipides
Les critéres de classification de SYDNEY sont sous-optimaux en raison :

e Du manque de représentation de nombreuses manifestations cliniques associées a la
présence des APL (114), telles que le livedo réticulais, la thrombocytopénie ou la
valvulopathie (32).

e Du manque de Stratification du risque basée sur le diagnostic du lupus érythémateux
disséminé (LEAD); Par exemple, alors que les tests APL peuvent étre un marqueur
diagnostique utile chez les patients atteints de lupus, ils peuvent étre moins importants
chez les patients sans lupus (114).

e Du manque d’Incorporation des connaissances concernant d'autres facteurs de risque de
thrombose; par exemple, au moins 50% des patients atteints de thromboses associés a la
présence d’APL ont d'autres facteurs de risque de thromboses en dehors de ces APL
(114).

e Du manque de précision dans la définition des criteres de complications obstétricales
(114); en effet de nouvelles idees associent la présence des APL a des formes de
morbidité liée a la grossesse qui ne font pas partie des critéres de classification de
Sydney , par exemple le retard de croissance feetale (114).

e Du manque de précision dans la Définition de la positivité des APL et de leur
persistance (114).
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e Du manque de Représentation du risque de développement de manifestations cliniques
liees a la présence des APL. Par exemple, les anticorps anti-cardiolipide IgM (ACA) et
anti-p2-glycoprotéine 1 (ap2GPI) sont moins souvent associés a des manifestations
cliniques, comparativement au lupus anticoagulant (114) (32).

e Du manque de Représentation de nouveaux tests APL potentiellement importants, par
exemple, des anticorps dirigés contre le domaine | de la B2GPI ou des anticorps
anti-phosphatidyl-sérine / prothrombine qui pourraient étre plus prédictifs du risque
thrombotique (114) (32).

Des progres importants ont été réalisés dans la méthodologie d'élaboration des critéres de
classification (114). L'American College of Rheumatology (ACR) a publié de nouvelles
recommandations pour le développement et la validation d'ensembles de critéres, basés sur des
normes contemporaines de mesure (114).

Bien qu'elles soient largement acceptées, les propriétés de mesure des critéres de classification
de Sydney, qui n'ont pas été comparées formellement, sont peu susceptibles de satisfaire aux
normes de mesure recommandees (114).

Enfin, les présidents des groupes de travail ont concu une enquéte d'évaluation des besoins
(114); 92% des participants ont signalé le besoin de nouveaux criteres de classification pour le
SAPL (32).

V.2.2 Méthodes de développement de nouveaux critéres de classification du syndrome des
anti-phospholipides

Une approche pour le développement de nouveaux criteres de classification pour le SAPL a été
développée et approuvée par I'ACR et la Ligue européenne contre le rhumatisme (EULAR).
Celle-ci utilise des méthodes basées sur des experts et des données. Pour chaque phase, sont
utilisées des stratégies de réduction du biais; des médecins expérimentés dans le SAPL et des
données de cohorte des patients sont également inclus (32).

L'approche implique les quatre phases suivantes (114):

» Phase | (terminée)

C’est une phase de Génération d'éléments qui identifie une liste compléte de criteres candidats
en classant les patients en fonction de leur probabilité d'avoir un SAPL.

Les médecins-scientifiques internationaux, ont été invités a énumerer toutes les caractéristiques
qui, selon leur expérience, se retrouvent dans le spectre APL / SAPL. De plus, une liste étendue
de manifestations potentielles associées a la présence des APL, en particulier celles survenant

au moment du diagnostic du SAPL a été genéré, sur la base de leurs revue de littérature.
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> Phase Il (en cours)
C’est une phase de réduction des éléments en réduisant la liste des critéres candidats générés
dans la phase I a un nombre gérable, a l'aide des revues systématiques (114) et des
méta-analyses.
Les médecins-chercheurs seront invités a classer les critéres candidats en fonction du niveau
d'adéquation pour la classification des patients présentant une probabilité éleveée d’avoir un
SAPL
Les éléments ayant une sensibilité ou une spécificité tres faible, une fiabilité médiocre ou une
faisabilité insuffisante seront supprimes (114).

> Phase Il
C’est une phase de Réduction supplémentaire des critéres suite a la pondération de ces derniers
et I’identification d’un seuil initial dans le but de réduire davantage le nombre de criteres
candidats (114) (32).
La Détermination du poids relatif de chacun des criteres et 1’identification du seuil de «
probabilité élevée de SAPL » se fait par une analyse de décision multicritere.
Un groupe d'experts du SAPL sera créé a partir des membres sélectionnés du groupe de travail
et des médecins-scientifiques de la liste maitresse.
Les scores les plus élevés devraient étre corrélés avec une probabilité plus élevée d’avoir un
SAPL.
En utilisant ces résultats, un score seuil initial sera identifié pour déterminer la probabilité
d'avoir un SAPL pour les patients présentant des manifestations cliniques et une sérologie
APL positive (114) (32).

> Phase IV
Cette phase est une étape de Raffinement et de validation; en utilisant la cohorte de dérivation
(cas et contrdles), les caracteéristiques de fonctionnement des nouveaux critéres de classification
seront testées et affinées de maniére itérative, pour obtenir le moins de criteres (suppression des
criteres redondants et de basse fréequence) et un systéme de pondération simplifié avec
d'excellentes performances.
Ensuite, la sensibilité, la spécificité et les intervalles de confiance binomiaux exacts des critéres
de classification du SAPL finaux seront comparés au diagnostic clinique d'expert et aux criteres
de classification de Sydney (114), en utilisant une nouvelle cohorte de validation comprenant
des patients positifs avec ou sans LEAD.
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V.2.3 Réalisations de la task force sur les criteres de classification du syndrome des
anti-phospholipides (2013-2016)

V.2.3.1 Création de la Task Force

Le Congrés international sur les APL a lieu tous les 3 ans. En préparation du 14°™ Congrés
international sur les APL (septembre 2013, Rio de Janeiro, Brésil), plusieurs travaux ont
examiné et discuté les aspects controversés du SAPL de maniére factuelle: diagnostics
biologiques et tendances, diagnostic et traitement obstétrical, diagnostics cliniques, tendances
de traitement et SAPL catastrophique (32).

En préparation du 15°™ Congrés international sur les APL (Istanbul, Turquie, relocalisé a
Chypre du Nord, septembre 2016), le Comité de planification scientifique a fusionné les trois
premiéres équipes de travail sous la task force pour la classification du SAPL.

Les membres du Comité de planification scientifique ayant une expérience pertinente et
souhaitant participer a I'équipe spéciale ont également été inclus.

Le Comité permanent d'épidémiologie et de recherche sur les services de santé, participe aussi

au task force.

V.2.3.2 Enquéte d'évaluation des besoins

Les présidents des groupes de travail ont congu un questionnaire d'évaluation des besoins qui
englobe 14 questions, envoyé par courriel a 13 membres en aolt 2014. Le taux de réponse a
I'enquéte était de 100%; les réponses ont été analysées anonymement d'une maniére descriptive
qui a révélé un consensus concernant la nécessité de nouveaux critéres de classification du
SAPL(32).

Ainsi, le task force a décidé de déployer des efforts pour préparer de nouveaux criteres de

classification.

V.2.3.3 Méta-analyses sur différentes manifestations cliniques liées aux anticorps
anti-phospholipides

Quatre équipes différentes ont travaillé sur les méta-analyses des manifestations cliniques
non-criteres diagnostiques du SAPL, a savoir, le livedo reticularis, la thrombocytopénie,
I’anémie heémolytique et la néphropathie liée a la présence des APL (32). Ces quatre
méta-analyses, avec d'autres (32), guideront les médecins chercheurs lors des nouveaux efforts

de développement des critéres de classification.

V.2.3.4 Séances spéciales organisées par la task force
Au cours du 15e Congrés international sur les APL, le groupe de travail (la task force) a

organisé une session avec le Comité de planification scientifique du congrés; Les discussions
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ont porté sur les aspects historiques, les limites et les points forts des critéres de classification de
Sydney, la méthodologie d'élaboration des critéres de classification, ainsi que les réalisations et
les plans futurs du groupe de travail (32).

Achévement de la génération des critéres de la phase I :

Au cours de la phase I, notre objectif était d'identifier les criteres candidats pour les nouveaux
criteres de classification (32). 54 médecins-scientifiques de notre liste principale ont été
interrogés sur les trois questions suivantes (32):

e Décrire toutes les caractéristiques (historiques, cliniques, biologiques, radiologiques et
pathologiques) qui, selon leurs expérience, font partie du spectre APL / SAPL.» Cette
question a permis d'identifier les critéres candidats ayant un poids positif potentiel.

e Décrire toutes les caractéristiques (historiques, cliniques, biologiques, radiologiques et
pathologiques) ou les maladies concomitantes qui, si elles sont présentes, leurs feraient
remettre en question le diagnostic du SAPL méme si les tests APL sont positifs.» Cette
question a permis d'identifier les critéres candidats ayant poids négatif potentiel.

e Lors de I’établissement d’un diagnostic du SAPL, les médecins pensent-ils aux patients
atteints de SAPL dans les différentes sous-populations?» Cette question a permis de
regrouper les critéres.

Les médecins-chercheurs ont été encouragé a considérer leurs propres expériences avec les
patients porteurs d’APL, plutdt que de se concentrer sur les critéres de classification actuelle du
SAPL et suite a cela 152 critéres candidats ont été généreés (32).

Les critéres obstétricaux supplémentaires dont le poids est potentiellement négatif étaient : I'age
maternel avancé, des fausses couches précoces / tres précoces (récurrente) ou des causes
concomitantes de fausse couche récidivante, telles qu'une anomalie utérine / cervicale, des
maladies thyroidiennes ou des anomalies génétiques (32).

L'étape de génération des criteres de la phase | des nouveaux critéres de classification du SAPL
appuie le concept que les manifestations cliniques de liées a la présence des APL sont
hétérogénes et complexes et que la maladie peut étre multifactorielle. Cette phase a permis de
confirmé que les médecins pensent aux patients porteurs d’APL dans différentes
sous-populations (32)

V.2.4 Conclusion du groupe et plans futurs

En se basant sur la méthodologie utilisée pour I'¢laboration de criteres de classification pour
d'autres maladies auto-immunes (32), les nouveaux criteres de classification du SAPL devraient

avoir une excellente validité apparente, validité de critere, et de la performance. La task force a
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terminé 1’élaboration des criteres de la phase | et procédera a la réduction des critéres de la
phase Il (32).

62



PARTIE PRATIQUE




PARTIE THEORIQUE

Objecifts de ’etude



PARTIE THEORIQUE

Ce présent travail a pour objectif :

» Objectif principal :
- Analyser et évaluer la place des auto-anticorps anti B2GPI d’isotype IgA isolés
dans le diagnostic du syndrome des anti-phsopholipides a la lumiere des
nouvelles recommendations.

» Objectifs secondaires :

- Evaluer ’importance de 1’ctape de depistage Semi-quantitative(screening)
dans le diagnostic du SAPL

65



PARTIE THEORIQUE

Materiel et Méthodes



PARTIE PRATIQUE

I. Lieu et type d’étude

L’étude a été effectué au niveau du laboratoire de biologie unité d’immunologie, Unité
HASSIBA BEN BOUALI du CHU de Blida, durant la période de décembre 2017 a avril 2018.
I1 s’agit d’une étude rétro-prospective réalisée sur une population de patients d’ages et de sexes

différents.

Il. Matériel

I1.1 Matériel biologique
11.1.1 Population étudiée

L’étude a été réalisé sur 837 patients qui se répartissent en 692 sujets de sexe féminin et 145
sujets de sexe masculin avec une moyenne d’age de 38.66 ans, des extrémes de 3 jours et de 85
ans et un sexe ratio de 5 femmes pour 1 homme.

Les patients recrutés sont soit des externes dont les prélevements ont été effectués au niveau de
I’unité d’immunologie, ou provenant des différents services : médecine interne, neurologie et
cardiologie.

La collecte des données cliniques a eté effectuée a partir des fiches de renseignements remplis
par le médecin traitant.

Tous ces patients ont bénéficié d’un test Immuno-enzymatique de type ELISA pour la détection

des anticorps antiphospholipides dans leurs sérums.

PARAMETRE PATIENTS
POPULATION 837

SEX MASCULIN 145

SEX FEMININ 692
MOYENNE D’AGE | 38.66

SEX RATIO 5F/1H

II.1.2 Criteéres d’inclusion

Les patients inclus dans notre étude présentent une clinique en faveur du syndrome des
anti-phospholipides le plus souvent des thromboses veineuses et artérielles et/ou des

complications obstétricales
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11.1.3 Echantillon :

Le sérum est 1’échantillon préférentiel pour les différents dosages. Environ 5 ml de sang total

ont été prélevés de maniére aseptique pour chaque patient sur tube sec.
11.2 Matériel non biologique :

L’ensemble de 1’apparcillage et des réactifs fournis sont destinés a la réalisation des tests
ELISA.

11.2.1 Réactifs utilisés

11.2.1.1 Kit ELISA pour le dépistage (screening) des anticorps anti-phospholipides (les 3
isotypes 1IgG / IgM / 1gA) :

® QUANTA Lite® B2 GPI Screen GAM pour le dépistage des a B2GPI
e QUANTA Lite® ACA Screen 11l GAM pour le dépistage des Aca

11.2.1.2 Kit ELISA pour P’identification des anticorps anti-phospholipides :

e QUANTA Lite® B, GPI IgG

e QUANTA Lite® B, GPI IgM

e QUANTA Lite® B2 GPI IgA (Annexe 2)
e QUANTA Lite® ACA IgG Il

e QUANTA Lite® ACA IgM 11l

e QUANTA Lite® ACA IgA 1l (Annexe 2)

11.2.2 Appareillage

e Lecteur ELISA (spectrophotomeétre) type MRX® marque Dinex biosciences (Annexe
1)

e Vortex (Annexe 1)

e Centrifugeuse ( Annexe 1)

e Imprimante

111 Méthode

I11.1 Recherche des anticorps anti-phospholipides par technique ELISA

Cette recherche s’est déroulé en trois temps :
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e Une premiére étape de dépistage semi-quantitatif par des tests ELISA screen ACA et
ap2GPI

e Une deuxiéme étape d’identification des APL conventionnels (ACA et ap2GPI
d’isotype IgG et IgM)

e Une derni¢re étape d’identification des ACA et ap2GPI d’isotype IgA en cas de

négativité des APL conventionnels

111.1.1 Principe du test

Le test Quanta Lite ELISA est un test qui permet la détection des anticorps dirigés contre la
cardiolipine ou la B2GPI dans le sérum humain, employant la technique en sandwich d’ELISA.
Les antigénes utilisés sont purifiés dans les puits d’une plaque de micro-titration en polystyrene
dans des conditions qui préservent son état natif. Les controles pré-dilués et les sérums de
patients dilués sont ajoutés dans différents puits. Une étape d’incubation permet la liaison entre
les anticorps présents dans le sérum et 1’antigene immobilis¢ dans les puits. Les molécules non
liées aux antigenes sont éliminées par lavage. Un conjugué enzymatique anti Ig humaine (GAM
pour le test de screening et mono spécifique pour 1’identification ) est alors ajouté dans chaque
puits pour révéler les autoanticorps du patient. Apres une étape d’incubation, le conjugué non
fixé est ¢liminé par lavage. L’activité enzymatique résiduelle est quantifiée grace a I’addition
d’un substrat chromogene suivie d’une étape de mesure de I’intensité de la coloration ainsi
développée. Les résultats peuvent étre évalués par comparaison de la densité optique des
échantillons avec celle de la courbe de calibration a 5 points. Les résultats quantitatifs sont en

unité standards internationales.
111.1.2 Mode opératoire
111.1.2.1 Préparation du test

1. Porter tous les réactifs et échantillons a la température ambiante (20-26° C) et bien les
mélanger avant de les utiliser.

2. Diluer latotalité de la solution de lavage (50ml) avec 950 ml d”eau distillee (1/20). Si la
totalite de la plaque de micro titration n’est pas utilisée en une seule fois, un plus petit
volume de tampon sera suffisant, par exemple pour traiter 16 puits, diluer 4ml de
tampon concentré dans 76 ml d"eau distillée.

3. Préparer les sérums des patients en les diluant au 1/101 dans le diluant d’échantillon
(5ul dans 500ul). Les sérums doivent étre utilises dans les 8 heures qui suivent leur
dilution. NE PAS DILUER les Calibrant A a E, le controle et le témoin Négatif
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4. Ladétermination de la présence ou de I’absence de I’anticorps nécessite deux puits pour
chacun des calibrants et contrdles et un ou deux puits pour chacun des sérums de
patients. Il est recommandé de tester les échantillons en double.

5. Préparer la courbe de calibration a 5 points.

111.1.2.2 Exécution du test

(Annexe 3)

111.1.3 Calcul des résultats
(Annexe 3)

I11.1.4 Interprétation des résultats :

Le test ELISA est une technique trés sensible et peut en conséquence détecter de tres faibles
différences au sein d"un groupe de patients. Il est recommandé a chaque laboratoire d”établir
ses propres valeurs seuils d"interprétation en fonction de ses technigues, contréles, équipements

et populations de patients.

Un résultat positif indique la présence d’anticorps anti-cardiolipine (IgM, 1gG ou IgA) ou
d’anticorps anti B2GPI (IgM, IgG ou IgA) et peut étre utilisé conjointement avec d’autres tests
sérologiques et résultats cliniques afin d’aider a évaluer le risque de thrombose chez des
personnes atteintes de Lupus érythémateux disséminé (LEAD) ou de troubles similaires au

lupus.
111.1.4.1 Interprétation des Aca :

Les résultats doivent étre exprimés en unités MPL(IgM), GPL(IgG) ou APL(IgA).. Il est
recommandé que chaque laboratoire établisse sa propre plage pour les résultats qu’il
considerera normaux. Méme lorsqu’une courbe d’étalonnage est utilisée, les résultats peuvent
varier a des niveaux faibles et il arrive souvent que des résultats soient faussement positifs.
résultats positifs sont attribués aux échantillons de patient avec des valeurs de plus de 15 .
Harris et Pierangeli proposent une autre méthode semi-quantitative pour exprimer les résultats.
Il est recommandeé de considérer les valeurs de 20 a 80 comme des positifs faibles a moyens et

les valeurs au-dela de 80 comme des résultats fortement positifs.

Un résultat négatif indique 1’absence d’anticorps anti-cardiolipine ou bien un taux d’anticorps

en dessous de la valeur seuil.
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Les valeurs d’anti-cardiolipine obtenues avec des tests de différents fabricants ne sont pas
interchangeables. Il est donc suggéré que le laboratoire rende les résultats avec la remarque
suivante : « Les résultats suivants ont été obtenus avec le test ELISA INOVA QUANTA Lite®
ACA (IgM, 1gG ou IgA) Tl ».

111.1.4.1 Interprétation des ap2GPI :
Les résultats sont exprimeés de la fagon suivante :

e 0-20 unités Ul (USA/USM/USG) : sérums négatifs

e >20 unités Ul : sérums positifs

Un résultat négatif indique qu’il n’y a pas d’anticorps ap2GPI ou que le niveau de ces anticorps

se trouve en dessous de la limite de détection de ce test.

Les valeurs af2GPI (IgG, IgM ou IgA) obtenus avec d’autres tests du commerce sur le méme

sérum ne sont pas équivalents.

IV Analyse statistique :
L’étude a été réalisé par le biais du :

e Logiciel Excel pour la confection des tableaux et des graphes.

e Logiciel graph pad prisme 7 pour I’analyse statistique du khi2
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PARTIE PRATIQUE

I — Description de la population recrutée pour le dosage des anticorps anti-phospholipides
(APL)

1.1 Répartition des patients explorés en fonction de I’age et du sexe :
s Selon I’age

Notre série est constituée de 837 patients. Cependant La répartition des patients explorés en
fonction de leurs ages n’a été réalisée que pour 751 patients (N=751) en raison du manque de
données concenrant les 86 autres patients.
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45% 44%
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35%
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Figure 17:Repartition des patients explorés selon les tranches d’Age

Notre population a été répartie en tranches d’ages de 15 ans On note que 91% des patients
adressé pour un bilan des APL ont un &ge situé entre 16 et 60 ans. La tranche d’age la plus
concerné par ce bilan se situe entre 31 et 45 ans.

e Selon le Sexe N= 837
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Figure 18:Répartition des patients explorés selon le sexe
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D’apres la figure (18) les patients adressés pour un bilan d’APL dans notre série sont en plus
grande partie des femmes avec un taux de 83%. En ce qui concerne les hommes le taux est trés
faible et avoisine les 17%

e Selon le sexe et I’age

N=751
40% 37%
35%
30%
w
2 25% 22% B
E 20%
& 20% I
o
3 15% I
o
10% 7%
4% 4%
5% 2% 1o 3_% B - 2% 2% 1o,
O% | ] — | ] [ ] —
0-15] [16-30] [31-45] [46-60] [61-75] [76-90]

TRANCHES D'AGES

™ Femme ™ Homme

Figure 19:Répartition des patients explores selon le sexe et I’age.

Comme on I’a noté plus haut le bilan des APL est tres fréquent chez les femmes de notre série.
C’est en grande partie chez les femmes adultes 4gées de 16 a 60 ans que ces anticorps sont le
plus recherchés avec une fréquence de 79%.

1.3 Répartition de patients explorés en fonction des signes cliniques

La répartition des patients explorés en fonction de leurs signes cliniques n’a été réalisée que
pour 782 patients (N=782) en raison du mangue de données cliniques concenrant les 55 autres
patients.
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= Thromboses veineuses = thromboses arterielles
complications obstétricales = Atteintes neurologiques

= Atteintes rénales Atteintes occulaires

E Atteintes cardiaques E Atteintes pulmonaires

= Atteintes cutanées E thrombopenie

E Facteurs de risques thrombogénes = Polyarthralgies
= AUTRES
18% 17%
16%
14%
12%
10%

8% 7%

Pourcentage
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Figure 20:Répartition des patients explores selon leurs signes cliniques.

On note que 76% des patients explorés pour un bilan d’APL présente des signes cliniques en
rapport avec le SAPL.37% d’entre eux sont représentés par des manifestations cliniques qui
font partie des critéres diagnostiques du SAPL, dominés par des thromboses (20%) surtout des
thromboses veineuses (11%b). Quant aux 9% de thromboses artérielles, elles sont dominées par
des AVC (5%).

Les complications obstétricales sont retrouvées dans 17% des cas.

Les 39% restants sont représenté par des manifestations cliniques qui ne font pas partie des
criteres diagnostiques du SAPL mais en relation étroite avec cette pathologie. Elles sont
dominées par des atteintes neurologiques (14%o). Les autres atteintes mineures sont réparties de
facon plus ou moins égale.

On note D’autre part que 24 % de la population étudiée présente des signes cliniques en rapport
avec d’autres maladies auto immunes dominés principalement par des polyarthralgies.
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Figure 21:Répartition des patients explores selon le sexe et les signes cliniques

On observe d’aprés la figure ci-dessus que la majeure partie des femmes (n=692) adressées
pour un blian d’APL ont des complications obstétricales (20%), des thromboses veineuses
(11%), des signes neurologiques (19%) ou des signes en rapport avec d’autres maladies
auto-immunes telles que les polyarthralgies (28 %0).

Quant aux Homme (n = 145), la plupart d’entre eux présentent des thromboses artérielles
(14%), des signes neurologiques (19%b), des signes cardiaques (10%) ou d’autres signes en
rapport avec des maladies auto-immunes.

I.4 Répartition des patients explorés en fonction de la recherche des anticorps
anti-nucléaires

La répartition des patients explorés en fonction de la recherche des anticorps anti-nucléaires
(FAN) n’a été réalisée que pour 759 patients (N=759) car les 78 autres patients n’ont pas été
adressés pour un bilan de FAN.

On note que 13% seulement de cette population a été retrouveé positif pour les FAN alors que
87% d’entre elle étaient négatifs

13% sont donc suspectés d’avoir un SAPL secondaire aux connectivites.
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100%
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pourcentage
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Figure 22:Répartition des patients explores selon la recherche des anticorps
anti-nucléaires.

I1. Fréquence des anticorps anti phospholipides dans la population explorée
11.1. Fréquence des APL lors du dépistage

406 des 837 sérums testés soit 49% de la population étudiée étaient positifs au test de dépistage.

M Ac-APL screen positifs

B Ac-APL screen négatifs

Figure 23:Fréquence des APL au moment du dépistage.

Dans la population dépistée positive, 24 % ont des Ac anti-cardiolipine (ACA) alors que 45 %
ont des Ac anti-béta2 glycoprotéine | (af2GPI). 30% de cette population ont les 2 Ac au méme
temps.
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Ac-ai2GPI SCREEN

Figure 24:Fréquence des deux types d’APL au moment du dépistage

11.2 Fréquence des Anticorps APL lors de I’identification sans dosage des IgA APL

En deuxiéme étape. Nous avons procédé a I’identification des anticorps APL dans les 406
sérums dépiste positifs .

Cette étape a été réalisée pour les aB2GPI et les ACA conventionnels d’isotypes 1gG/IgM

160 des 406 sérums dépistés positifs ont au moins un APL (ACA et/ou ap2GPI) d’isotype IgG
et/ou IgM et répondent aux critére biologique du SAPL.

Au final la fréquence des APL au moment de 1’identification est de 39% dans la population
dépistée positifs et de 19% dans 1’ensemble de la population éxploreée.

Population Population
explorée N=837 dépistée positifs
N=406

= Ac-APL positifs = Ac-APL négatifs = APL IgG/IgM positifs = APL 12G/lgM négatifs

Figure 25:Fréquence des APL lors de I’identification avant dosage des IgA APL
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Dans la population positive lors de I’identification , 46% ont des ACA d’isotype IgG et/ou IgM
Alors que 36% ont des ap2GPI d’isotype IgG et/ou IgM. 18% de cette population positive ont
les deux Ac d’isotype IgG et/ou IgM au méme temps.

Nous avons donc dans ce cas un taux plus éleve de positivité avec les ACA.

(46%)((18%) (36%)

Ac-ACA IgG/IgM /f’;;ﬁc-aBZGPI 1gG/lgM

Figure 26:Fréquence des deux types d’APL au moment de I’identification sans
dosage des IgA

11.3 Fréquence des anticorps APL lors de I’identification apres dosage des IgA APL
Aprées avoir introduit le dosage des aB2GPI et ACA d’isotype IgA on a obtenu les résultats

suivants :
Population explorée Population dépistée
N=837 positive N=406
e
= Ac-APL positifs  ® Ac-APL négatifs = APL IgG et/ou IgM et/ou IgA positifs

Figure 20:Fréquence des APL lors de I’identification apres dosage des IgA APL
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e 253 des 406 sérums dépistés positifs ont au moins un APL (ACA et/ou ap2GPI)
d’isotype IgG et/ou IgM et/ou IgA. 93 nouveaux autres patients ont été identifiés et tous
avaient un af2GPI d’isotype IgA isolé car les ACA d’isotype IgA étaient tous négatifs.

> Au final la fréquence des APL a atteint les 39% dans la population depistée apres
I’introduction du test IgA et les 30 % dans I’ensemble de la population étudiée.

» Dans la population positive, 24 % ont des ACA d’isotype IgG et/ou IgM Alors que
60% ont des ap2GPI d’isotype 1gG et/ou IgM et/ou IgA. 17 % de cette population
positive ont les deux Ac d’isotype IgG et/ou IgM et/ou IgA au méme temps. La balance
a donc basculé vers les aB2GPI apres I’introduction de I’isotype IgA.

/ N

/ 60 |/ 42 | 151

| (24%) | (17%) |(60%) |

,r'l

\
A N, /
\Ac-ACA IgG/igM >\ Ac-aP2GPI 1gG/lgM/I A/
~—— - \“‘x_______ ___’_/’/

Figure 28:Fréquence des deux types d’APL au moment de I’identification aprés
dosage de ’'IgA

Dans le tableau ci-dessous sont représentées les fréquences de positivité des différents isotypes

des APL.

Tableau 6:répartition de la positivité des apl sur les trois isotypes

1gG seul IgM seul IgA seul 1gG/IgM

Isoty’ associés
Anticorps
Positifs
AB2GPI n=193 17 (9%) 64 (33%) 106 (55%) 6 (3%)
ACA 12 (12%) 85 (83%) 0 5 (5%)
n=102

Afin de comparer entre le taux de positivité des APL dans la population étudiée avant et aprés
I’introduction des tests ACA et af2GPI d’isotype IgA, les données ont été soumises a 1’analyse
du test de khi-deux (une valeur de p<0.05 est considérée significative). Le tableau suivant

résume les résultats obtenus.

78




PARTIE PRATIQUE

Tableau 7:frequence des APL avant et apres l'introduction 1gA APL

APL+ APL- P OR IC
Test IgA 253(30%) | 584(70%) | <0.0001 1.833 1.331-1.881
Sans test | 160(19%) | 677(81%)
IgA
100 9
Bl APL+
80 1 Bl APL-
()
(@]
s
o
o

TestIgA Sans test IgA

Figure 29:Fréquence des APL avant et aprés I'introduction du test IgA APL

Nous avons établi une association significative entre le test [gA APL et I’augmentation du taux
de positivité des APL dans notre population (p<0.0001 ; OD=1.833). En effet, 93 nouveaux
patients positifs pour les APL ont été détectés a la suite de 1’introduction de ce test.

11.2 Influence de I’4ge et du sexe sur la positivité des APL

e AGE

40%

30%

20% B3%
3%
0,
o ¢

0%
]0-15] [16-30] [31-45] [46-60] [61-75] [76-90]

Figure 30:Fréquence des APL selon I’age.
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e Dans la population étudiée Les APL sont positifs en plus grande proportion chez les
patients ages de 16 a 60 ans avec un pique de 38% entre 31 et 45 ans. On retrouve tres
peu de positifs dans les dges extrémes c¢’est-a-dire avant 15 ans et apres 75 ans.

e Pour mieux comprendre I’impact de 1’age sur la positivité des APL , nous avons décidé
de comparer les taux de positivité de ces Ac entre les différentes tranches d’ages en
soumettant nos données a I’analyse du test de khi deux. Le tableau suivant résume les
résultats obtenus :

Tableau 8:Fréquence des APL par rapport aux tranches d'age

APL+ APL- P
Tranches d’a
1-15 (n=26) 8 (31%) 18 (69%) <0.0001
16-30 (n=193) 33 (17%) 160 (83%)
31-45 (n=327) 97 (30%) 230 (70%)
46-60 (n=147) 57 (39%) 90 (61%)
61-75 (n=44) 21 (48%) 23 (52%)
76-90 (n=14) 9 (64%) 5 (35%)

Nous avons établi une association significative entre ’age et I’incidence des APL (p<0.0001)

En effet, on remarque que plus on augmente dans I’age, plus le taux des APL Positifs augmente
pour enfin atteindre un taux nettement supérieur a celui des APL négatifs dans la derniere
tranche d’age.
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Figure 31:Fréquence des apl par rapport aux tranches d’age

e Sexe

Parmi les 253 patients positifs de notre série, les femmes sont retrouvées en plus grande
proportion (84%b). Le sexe ratio est de 6F/1H.
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Nous avons essayé de voir s’il existait une différence significative entre les taux de
positivité des APL chez les hommes et les femmes. Nos données ont donc été soumises au
test du khi2. Les résultats que nous avons obtenus sont résumés dans le tableau suivant :

Tableau 9:Fréquence des APL chez les hommes et les femmes

APL+ APL- P
Femme 215(31%) | 477(69%) | 0.2463
(n=692)
Homme 38(26%) 107(74%)
(n=145)

Le tableau ci-dessus indique qu’il n y’a aucune différence statistiquement significative
(p>0.05) entre les hommes et les femmes concernant la positivité des APL. Les femmes ne
développeraient donc pas ces anticorps plus fréquemment que les hommes.

11.3 Influence de I’étape de dépistage (screening) sur la positivité des APL

Pour mieux comprendre I’'importance de 1’étape du dépistage semi-quantitatif dans la recherche
des APL Nous avons décidé de comparer les taux de positivés des ACA au moment de
I’identification en fonction de la valeur du Screen sachant que ce dernier est semi-quantitatif ou
la valeur est comparé a un seuil de positivité (une valeur seuil =1xNormale, 2 valeurs seuils =
2xNormale ...). Pour ce faire nous avons soumis nos données a I’analyse du test de khi deux.
Chaque type d APL a été traité séparément. Les résultats obtenus sont résumés dans les
tableaux suivants :

e Importance du test ACA Screen
Parmis les 406 patients dépistés positifs 221 avaient un screen ACA positifs (N=221)

Tableau 10: Fréquence des ACA au moment de I’identification en fonction de la
valeur du screen ACA

Ac-ACA IgG/IgM/IgA | P
positifs négatifs
Positivité 1xN 68(38%) | 109(62%) | <0.0001
ACA Screen | (n=177)
2xN 21(75%) | 7(25%)
(n=28)
3xN 8(89%) 1(11%)
(n=9)
4xN 5(83%) 1(17%)
(n=6)
5xN 1(100%) | 0(0%)
(n=1)
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Une association statistiqguement significative (p<0.0001) a été établie entre la valeur du Screen
et les taux de positivité des ACA lors de I’identification. En effet, on remarque que plus la
valeur du Screen s’¢éléve plus le taux de positivité des ACA des différents isotypes augmente.
Le taux de positivité atteint le sommet (100%) lorsque la valeur du Screen est 5 fois la valeur
seuil.

150
Il ACA+
Bl ACA-
100
501

Figure 32:Fréquence des ACA au moment de I’identification en fonction de la valeur
du screen ACA

e Importance du test ACA Screen
Parmis les 406 patients dépistés positifs 306 avaient un screen ap2GPI positifs (N=306)

Tableau 11:Frequence des ap2GPI au moment de I’identification en fonction de la
valeur du screen ap2GPI

Ac-ap2GPI P
IgG/IgM/IgA
positifs négatifs
Concentration | 1XN 62(44%) | 80(56%) | <0.0001
AP2GPI (n=142)
Screen 2xN 59(72%) | 23(28%)
(n=82)
3xN 27(79%) | 7(21%)
(n=34)
4xXN 35(100%) | 0(0%)
(n=35)
5xN 13(100%) | 0(0%)
(n=13)

Une association statistiquement significative (p<0.0001) a été établie entre la valeur du Screen
aP2GPI et les taux de positivité des aB2GPI lors de I’identification. En effet, on remarque que
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plus la valeur du Screen s’¢éléve plus le taux de positivité des aB2GPI des différents isotypes

augmente. Le taux de positivite atteint le sommet (100%) lorsque la valeur du Screen est 4-5
fois la valeur seuil.

Ces résultats laissent suggérer que |’étape de dépistage des APL (ACA ou aPp2GPI)
pourraitprédire fortement la positivité de ces anticorps au moment de 1’identification.
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Il 2B2GPI-
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Figure 33:Fréquence des ap2GPI au moment de I’identification en fonction de la
valeur du screen ap2GPI

11.4 Association des anticorps anti nucléaires (FAN) avec les APL

La fréquence des APL dans ce cas a été calculée chez 759 patients ayant été adréssé pour un
bilan des FAN (N=759) afin de rechercher une association entre ces deux anticorps .

Avec test Sans test IgA
IgA a2GPI ap2GPI
J
= ANA- APL- = ANA- APL+ ANA+ APL+ m ANAF APL-

Figure 34:Fréquence des APL associés aux Ac anti-nucléaires
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e Le taux des APL associées aux Ac anti-nucléaires (FAN) est moins fréquent dans notre
série par rapport aux taux des APL non associés aux FAN avec une fréquence de 7%
contre 24%.

e On note qu’avant ou apres I’introduction du test IgA ap2GPI Le taux des APL positifs
associees aux FAN n’avait plus ou moins pas changé et était resté aux alentours de 8%.

e Il apar contre augmenté de 11 % chez des patients FAN négatifs

Afin de mieux comprendre s’il existe une association entre la population FAN+ et le
développement des Ac APL Nous avons comparé les taux de positivité de ces Ac chez les
populations positives et négatives pour les FAN en soumettant nos données a I’analyse du test
de khi deux. Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau suivant :

Tableau 12:Fréquence des APL en fonction de la positivité des fan

APL+ APL- P O.R IC
Population | 50 (50%) | 51(50%) <0.0001 2.545 1.394-2.218
FAN+
(n=101)

Population | 183 (28%) | 475 (72%)
FAN-
(n=658)

Ces résultats ont permis d’établir une relation significative (p<0.0001, OR=2.545) entre le
développement des APL chez les patients FAN positifs. En effet comme il est observé dans la
figure ci-dessous le taux de positivité des APL est nettement plus élevé chez les patients
porteurs de FAN en comparaison avec les patients séronégatifs avec des fréquences de 50%
contre 28% respectivement.

Ces résultats laissent penser que les patients FAN positifs ont un plus grand risque de
développer des APL.
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Figure 35:Fréquence des APL en fonction de la positivité des FAN

Apres avoir confirmé qu’il existait une forte association entre les patients FAN positifs et
I’incidence des APL dans notre population. On a voulu comprendre si cette association était
plus liée aux isotypes conventionnels des APL Ou aux APL d’isotype IgA isolé. Ceci dans le
but de rechercher une éventuelle association de I’isotype IgA avec les connectivites. On a donc
effectué une comparaison entre la population uniquement positive pour les IgA et la population
qui avait des 1gG ou des IgM ou les deux en méme temps. Les résultats obtenus sont résumés
dans le tableau suivant

Tableau 13:Fréquence des IgA ap2GPI isolés et des APL conventionnel en fonction
de la positivité des Ac anti-nucléaire

FAN + FAN- P O.R I.C
APL IgG/ | 42 (26%) | 118 (73%) [ 0.0125 2.403 1.156-3.677
IgM
(n=160)
APL IgA |12 (13%) | 81(87%)
seul
(n=93)

Les résultats que nous avons obtenus sont statistiquement significatifs (p=0.0125). Il existe
effectivement une différence entre les taux de positivité des FAN chez nos deux populations
avec une prédominance pour les patients ayant des APL d’isotype IgG/IgM

Selon nos resultats le risque de retrouver des anticorps anti-nucléaires chez des patients ayant
des APL d’isotype IgA isolé est faible en comparaison avec les isotypes conventionnels des
APL.
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Figure 36:Fréquence des IgA ap2GPI isolés et des APL conventionnels en fonction de
la positivite des Ac anti-nucleaire

11.5 Association des signes cliniques avec la positivité des APL

11.5.2 Représentation des patients dépistés positifs pour les ACA en fonction des
manifestations cliniques

221 patients de notre série ont eté depisté positifs pour les ACA. La répartition de ces patients
en fonction des signes cliniques est observée dans la figure ci-dessous (N=221)

Autres

manifestations ~ @

43%

Manifestation
cliniqgues majeurs
36%

THROMBOSES
56%

COMPLICATIONS
OBSTETRICALES
44%

MANIFESTATION
CLINIQUES
MINEURS

21%

Figure 37:Clinique des patients dépistés positifs pour les ACA

Parmi ces patients : 36% ont présenté des signes cliniques majeurs du SAPL représentés par 20
% de thromboses et 16 % de complications obstétricales.

D’autre part, 21% ont des signes cliniques mineurs du SAPL telles que les atteintes
neurologique, cardiaques, cutanées etc...
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On note également que 43% des patients restants ont des manifestations cliniques en rapport
avec d’autres maladies auto-immunes telles que les polyarthralgies etc.

o Répartition des patients atteints de manifestations cliniques majeures en fonction
de la positivité des ACA Screen

On s’est particulierement intéress¢ aux 78 (36%) patients présentant des signes cliniques
majeurs du SAPL (N=78). La réparation des différentes manifestations chez ces patients est
résumée dans la figure ci-dessous.

45%
40%
35%
30%
25%
20%
15%
10%

5%

0%

THROMBOSES THROMBOSES AVORTEMENTS AUTRES
VEINEUSES ARTERIELLES COMPLICATIONS
OBSTETRICALES

Figure 38:Fréquence des signes cliniques majeurs en fonction de la positivité du
Screen ACA

On remarque que le taux des thromboses veineuses et des avortements est le méme et est estimé
a41%.

Les 20% restants sont partagés entre thromboses artérielles et d’autres complications
obstétricales telles que les éclampsies et les pertes foetales avec une prédominance pour les
thromboses artérielles.

Nous avons voulu établir une relation entre la positivité du Screen ACA et les manifestations
cliniques majeures du SAPL. On a donc soumis nos données au test du khi2. Les résultats
obtenus sont résumés dans les tableaux suivants :
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Tableau 14:Frequence des manifestations cliniques majeures en fonction des ACA

screen
Thrombose | Non P Complications | Non P
thrombose Obstétricales complications
obstétricales
ACA | 43(19%) 178(80%) | 0.8300 | 35(16%) 186(84%) 0.7042
Screen +
(n=221)
ACA 124(20%) | 492(80%) 91(15%) 525(85%)
Screen -
(n=616)

Les résultats que nous avons obtenus sont statistiquement non significatifs (p>0.05). En effet
aucune relation n’a été établie entre le taux de positivité du Screen ACA et I’incidence des

thromboses et des complications obstétricales.

Le taux de positivitée des ACA Screen est presque identique chez les patients atteints ou non de
thromboses dans la population étudiée. Il en est de méme pour les patients atteints ou non de
manifestations obstétricales inclus dans les criteres cliniques du SAPL.

o Répartition des patients atteints de manifestations cliniques majeures en fonction
des ACA 1gG/IgM/IgA

1,2
1
0,8
0,6
0,4
0,2
. 0 I 0 3% 6% O 5% 6% 0 0 3% 0
THROMBOSES THROMBOSES AVORTEMENTS AUTRES
VEINEUSES ARTERIELLES COMPLICATIONS

OBSTETRICALES

HIgGACA mIgMACA IgA ACA H négatifs a l'identification

Figure 39:Fréquence des patients atteints de manifestations cliniques majeurs en
fonction des ACA IgG/IgM/IgA
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L’isotype IgM des ACA est le plus souvent retrouvé chez les patients présentant des
thromboses (veineuses ou artérielles) et des complications obstétricales en comparaison avec
les deux autres isotypes avec des fréquences respectives de 24% et de 9%.

L’isotype IgA des ACA n’est retrouvé chez aucun des patients de notre population.

11.2.2 Représentation des patients dépistés positifs pour les ap2GPI en fonction des
manifestations cliniques:

306 patients de notre série ont été dépisté positifs pour les aB2GPI. La répartition de ces patients
en fonction des signes cliniques est observée dans la figure ci-dessous (N=306)

AUTRES
MANIFESTATIONS
38%

MANIFESTATIONS
CLINIQUES
MAJEURS
38%

COMPLICATIONS
OBSTETRICALES
37%

THROMBOSES
63%

MANIFESTATIONS
CLINIQUES
MINEURS
24%

Figure 40:Clinique des patients dépistes positifs pour les ap2GPI

306 patients de la population étudié ont été dépisté positifs pour les Ac af2GPI.
Parmi ces patients : 38 % présentent des signes cliniques majeurs du SAPL répartis en 24 % de
thromboses et 14 % de complications obstétricales.

D’autre part, 24% présentent des signes cliniques mineurs du SAPL telles que les atteintes
neurologiques, cardiaques, cutanées etc...

38% des patients restants présentent des manifestations cliniques en rapport avec d’autres
maladies auto-immunes telles que les polyarthralgies etc.

e Répartition des patients atteints de manifestations cliniques majeures en fonction
de la positivité des ap2GPI Screen

On s’est particuliérement intéressé aux 38 % (N=117) des patients présentant des signes
cliniques majeurs du SAPL. La fréquence des différentes manifestations est résumée dans la
figure ci-dessous.
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Figure 41:Fréquence des signes cliniques majeurs en fonction de la positivité du
Screen ap2GPI

On note que chez les 117 patients Screen ap2GPI positifs et présentant des signes cliniques
majeurs du SAPL les thromboses veineuses prédominent avec un taux de 45% suivis des
avortements avec un taux de 31%.

Nous avons voulu associer la positivité des ap2GPI avec les manifestations cliniques majeures
du SAPL. On a donc soumis nos données au test du khi2. Les résultats obtenus sont résumés
dans le tableau suivant :

Tableau 15:Fréquence des manifestations cliniques majeures en fonction de la
positivité du test ap2GPI screen

Thrombose Non P O.R IC Complications | Non P
thrombose obstétricales complications
Obstétricales

a2GPI 75 (25%) 231(75%) 0.0314 | 1.453 | 1.027 | 42(14%) 264(86%) 0.171

Screen + -1.74

(n=306) 7

a2GPI 97 (18%) 434(82%) 92(17%) 439(83%)

Screen —

(n=531)

Une association significative a éte établis entre la positivité des ap2GPI Screen et les
thromboses (P= 0.039, OR= 1.453). Cependant aucune association n’a été¢ confirmé entre la
positivité de ces anticorps et 1’incidence des complications obstétricales (p <0.05).
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Figure 42:Fréquence des manifestations cliniques majeures en fonction de la positivité du
test ap2GPI screen
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Figure 43:Fréquence des patients atteints de manifestations cliniques majeurs en
fonction ap2GPI IgG / IgM / IgA
L’isotype IgA des Ac ap2GPI est retrouvé plus fréquemment chez les patients présentant des
thromboses (veineuses ou artérielles) et des complications obstétricales au sein de cette
population par rapport aux deux autres isotypes avec des fréquences de 23% et de 16%

respectivement.
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11.5.1 Répartition des patients positifs lors de I’identification des APL en fonction des
manifestations cliniques

% Avant I’introduction du test IgA APL

Lors de I’identification des APL 160 patients ont été retrouvés positifs avant 1I’introduction du
test IgA APL donc (N=160)
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Figure 44:Fréquence des signes cliniques chez la population positive avant
P’introduction du test IgA APL

28% d’entre nos patients positifs avaient des signes cliniques faisant partie des criteres
diagnostiques du SAPL a savoir les thromboses (21%0) et les complications obstétricales (8%b).

En ce qui concerne les thromboses, les plus dominantes étaient les veineuses avec un taux de
13%. Les thromboses artérielles étaient moins fréquentes (8%b) et étaient surtout dominées par
des AVC (5%).

25% de ces patients avaient d’autres signes en relation avec le SAPL mais ne faisant pas partis
de ses criteres diagnostiques a savoir les atteintes neurologiques, cardiaques et
cutanéo-muqueuses ...

3% avaient une hypertension artérielle.

Le reste de la population positive présentait des polyarthralgies et d’autres signes en rapport
avec des connectivites.
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% Apreés introduction du test IgA APL

Lors de I’identification des APL 253 patients ont été retrouveés positifs aprés 1’introduction du
test IgA APL donc (N=253)
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Figure 45:Fréquence des signes clinique dans la population positive aprés
P’introduction du test IgA APL

Aprés I’introduction du test IgA APL, la population positive a atteint les 30%.
De nouveaux patients atteints de manifestation majeurs et mineurs ont été identifié il en est de
méme pour les polyarthralgies et les facteurs de risques cardiovasculaires.
Pour mieux comprendre de combien ces manifestations avaient augmenté nous les avons
représentées uniquement dans la population devenus positive apres 1’introduction du test IgA a
savoir chez 93 patients ayant des IgA apf2GPI isolés.
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Figure 46:Fréquence des manifestations cliniques chez les nouveaux patients ayant
des ap2GPlI isolés
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On constate d’apres cette figure que certaines manifestations en rapport avec le SAPL ont
augmentée considérablement. Il en est de méme pour les polyarthralgies

En effet, on a observé 11 nouveaux cas de thromboses veineuses, 8 nouveaux cas de
thromboses artérielles dont 4 d’entre eux présentaient des AVC. 16 nouveaux cas de
complications obstétricales avaient aussi des IgA af2GPL

On a noté également 12 nouveaux cas d’atteintes neurologiques ainsi que 11 ayant une HTA.
Enfin 16 nouveaux cas de polyarthralgies ont été également observes.

Suite aux résultats obtenus ci-dessus, nous avons voulu comprendre si ces différentes
manifestations étaient plus associées a I’isotype IgA des APL plutdét qu’aux isotypes
conventionnels (IgG / IgM)

Pour cela, nous avons soumis nos données au test statistique du khi2. Les résultats obtenus sont
résumés dans le tableaul6
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Tableau 16:Association des manifestations cliniques liees au sapl avec I’isotype IgA

des ap2GPI
Thromboses Non thrombose | P Complications | Non P O.R IC
veineuses obstétricales complications
obstétricales
APL 11 82 0.8751 | 16 77 0.0288 | 2.35 | 1.078-4.146
IgA seul
(n=93)
APL 20 140 13 147
1gG/IgM
(n=160)
Atteintes Non atteintes | P Atteintes Non atteintes | P O.R IC
neurologiques neurologiques rénales rénales
APL 12 81 0.5834 | 2 91 0.701
IgA seul
(n=93)
APL 17 143 6 154
1gG/IgM
(n=160)
Atteintes Non atteintes | P Thromboses Non P O.R IC
oculaires oculaires artérielles thromboses
artérielles
APL 2 91 0.8793 | 8 85 0.7541
IgA seul
(n=93)
APL 3 157 12 148
1gG/IgM
(n=160)
Polyarthralgies | Non P HTA Non HTA P O.R IC
polyarthralgies
APL 16 77 0.5479 | 11 82 0.0025 | 5.232 | 1.637-
IgA seul 13.75
(n=93)
APL 23 137 4 156
1gG/IgM
(n=160)
Atteintes Non atteintes | P Atteintes Non atteintes | P O.R IC
cardiaques cardiaques cutanées cutanées
APL 6 87 0.3342 | 5 88 0.9335
IgA seul
(n=93)
APL 16 144 9 151
1gG/IgM
(n=160)
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Ces resultats ont pu démontrer ce qui suit :

e Une différence significative a été établis entre I’isotype IgA des af2GPI et les isotype
conventionnels (IgG et IgM) vis-a-vis des complications obstétricales (p=0.0288, OR
=2.35) et de I’hypertension artérielle (p=0.0025, OR= 5.232). En effet, il semblerait
que ces manifestations cliniques soient plus observées chez les populations porteuses
des a2GPI d’isotype IgA que chez la population porteuse des APL conventionnels.

e Aucune association significative n’a été établis entre 1’isotype IgA des af2GPI et les
thromboses, les manifestations clinques mineurs ainsi que les polyarthralgies.

100 A
Bl Complications obstétricales
80 Bl Non complications obstétricales
()
(@]
S 60
[
()
(8]
5 401
o
o
20 A

APL IgG/IgM APL IgA seul

Figure 47:Fréquence des complications obstétricales en fonction des trois isotypes
des APL
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Figure 48:Fréquence de ’HTA en fonction des trois isotypes des APL
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Dans cette étude, nous avons évalué le role des anticorps APL d’isotype IgA dans le diagnostic

du syndrome des anti-phospholipides (SAPL) d’un point de vue clinique et biologique.. Nous

avons également évalué 1I’importance de I’étape du screening dans la prédiction du diagnostic
du SAPL.

I. Bilan des anticorps anti-phospholipides (APL)

Nous avons fait une étude descriptive sur la demande du bilan des APL dans une population de

837 patients. Les résultats présentés dans les figures (17-23) démontrent que :

83% des patients adressés pour un bilan d’APL sont des femmes dont plus de la moitié
sont ages de 16 ans a 45 ans. Le sexe ratio est donc de 5H/1H.

La tranche d’age 16-45 ans est plus fréquente et en particulier chez les femmes. Ceci est
dd & la prédominance des maladies auto-immunes chez les femmes et
préférentiellement en période d’activité ovarienne d’aprés [Bertrand Amulf et al 2015]
(D).

76% des patients adressés pour un bilan d’APL présentent des signes cliniques en
rapport avec le SAPL. Ces signes ne font pas nécessairement partie des critéres
diagnostics de cette pathologie. Les signes cliniques sont en majeur partie des
pathologies obstétricales (17%0), des thromboses veineuses (11%6) et artérielles (9%b),
ou des atteintes neurologiques (13%b).

La fréquence des thromboses artérielles est de 9%, a comparer avec la valeur raportée
dans la littérature qui elle varie entre 10 et 45% (11). Elle peut concerner tous les
territoires artériels mais le territoire cérébral est le plus frequemment touché. C’est le
cas de notre population ou la moitié des thromboses artérielles sont des AVC. Les
statistiques montrent que la thrombose veineuse est la plus fréquente, ce qui est en
accord avec les résultats reportés par [O. Nahas] (11).

Les patients de sexe féminins adressés pour un bilan d’APL (83%) ont des
manifestations obstétricales (20%6), ou des thromboses veineuses (11%b). Les patients
de sexe masculins ont le plus souvent des thromboses artérielles (14%), ou des signes
neurologiques (19%0). Les signes en rapport avec d’autres maladies auto-immunes
telles que les polyarthralgies sont le plus souvent rencontrés chez des femmes.

Un grand nombre de nos patients (91%) ont recherché en paralléle des APL, des

anticorps anti-nucléaires mais trés peu d’entre eux étaient positifs (13%0).
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La recherche des APL dans notre population peut donc étre effectuée dans un contexte clinique
autre que celui des thromboses et des complications obstétricales. C’est le cas des atteintes
mineurs, observés chez beaucoup de patients atteint de SAPL). Elle se fait également lors de la
suspicion de connectivites afin de rechercher un éventuelle SAPL secondaire. Ceci est en
parfait accord avec ce qu’ont rapporté [Doruk et al 2017] et [D Arnoux et al 2000](32) (118).

I1- Fréquence des anticorps anti-phospholipides APL

Une analyse statistique détaillée de la fréquence des APL tell que reporté dans les figures
(24-30) et les tableaux (6 et7) démontre que :

e La fréquence des APL au moment du dépistage qualitatif par le test ACA et aB2GPI
Screen est de 49%. Sur I’ensemble de ces APL, 22.5 % sont des aB2GPl isolés, 11.8%
sont des ACA isolés, et 14.7% sont des ap2GPI et ACA en méme temps.

e Les APL diminuent jusqu’a atteindre les 19% lors du typage par les tests
conventionnels ACA et ap2GPI (IgG/IgM) avec une prédominance pour les ACA. Ceci
suggére un nombre important de faux positifs.

e Un nouveau test d’identification des af2GPI et ACA spécifique pour I'IgA a été
introduit afin de détecter une éventuelle positivité chez les patients
conventionnellement négatifs. Grace a ce nouveau test 93 (11%) nouveaux cas positifs
ayant des IgA aP2GPI isolés ont éte identifies. Le taux des APL a augmenté
significativement de 19% a 30% (p <0.0001). La probabilité de trouver des APL est
donc 2 fois et demie plus importante lorsqu’on introduit la recherche des IgA AB2GPI.

e Lafréguence des IgA ap2GPI isolés qu’on a obtenue est en bonne accord avec plusieurs
études [LUMINA cohort] ou on reporte un taux d’IgA de 10% dans une population de
558 patients (117).

I11- Influence de I’age et du sexe sur la positivité des APL

Nous avons mené une analyse statistique sur la population afin de comprendre 1’influence de
I’age et du sexe sur la positivité des APL (voire figures (31-32) et les tableaux (8-9)). Les
données montrent que la plupart des patients positifs ont un age situé entre 16 et 60 ans avec un
pique de 38%o entre 31 et 45 ans. L’ Age moyen au diagnostic est de 43 ans et est en accord avec
plusieurs etudes [Olga Nahas 2016] et [Vijaya Murthy 2013], [/’Europhospholipid project
2009] (11) (117) (33). Nous avons également constaté que le taux des APL positifs augmentait
significativement (p <0.0001) avec I’age. Le risque de trouver des APL est donc plus élevé chez

les personnes agees, telle que reporté dans plusieurs travaux [I’Europhospholipid project 2009]
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(33). Bien que le bilan positif des APL soit plus frequent chez les femmes (sexe ratio de
6F/1H), ces derniéres ne sont pas particulierement prédisposées au développement de ces AC
par rapport aux hommes selon les résultats qu’on a obtenus (p=0.2463). Cette fréquence élevee

observée chez les femmes peut étre simplement liée au biais de sélection.
IV- Influence de I’étape de dépistage semi-quantitative des APL sur La positivité :

L’analyse des résultats représentés dans les figures (33 et 34) et les tableaux (10 et 11)
démontre que lorsqu’on procéde au dépistage semi-quantitatif des APL par des tests Screen
ACA et af2GPI (G/A/M), on peut détecter avec plus de précision et de facilité les APL
d’isotype IgG / IgM ou IgA. En effet, nous avons démontré que 1’étape de dépistage permettait
de prédire significativement (p<0.0001) le taux de positivité des APL au moment de leurs
identifications en particulier lorsque la valeur du dépistage est 3-5 fois la valeur du seuil
normal. Cependant des valeurs faibles de ce test de dépistages semblent étre en faveur de la
négativité des APL au moment de leurs indentifications. Il semble donc impératif d’utiliser ces
tests de Screen afin de ne pas rater une éventuelle positivité non conventionnelle comme ¢’est le
cas pour les af2GPI d’isotype IgA isolés. Cette association doit encore étre clarifiée car il

n’existe aucun rapport pour soutenir cette constatation.
V- Association des Ac anti-nucléaires avec les APL conventionnels et I’'IgA ap2GPI

Aprés I’analyse des résultats représentés dans les figures 35-37 et les tableaux 12-13 nous avons

constaté que :

e Le taux des APL est plus élevé chez les patients qui n’ont pas des anticorps
anti-nucléaires avant ou aprés I’introduction du test IgA af2GPI. Cependant suite a
I’étude du taux de positivité des APL chez les patients ayant des anticorps anti
nucléaires, un taux statistiguement significatif a été retrouvé (p<0.0001). Le risque de
développer ces anticorps était 2 fois et demie plus important chez les patients qui
avaient probablement des connectivites. Ce résultat est en accord avec les conclusions
de plusieurs recherches [Olga Nahas 2016] (11), qui suggérent par exemple que la
prévalence des APL est plus élevée au cours du LEAD.

e Nous n’avons pas pu établir de relation entre I’isotype IgA des a2GPI et les anticorps
anti-nucléaires. Au contraire, ces Ac étaient plus associées aux isotypes IgG et IgM des
APL (p< 0.0125). Le risque de retrouver des anticorps anti-nucléaires chez des patients
ayant des APL d’isotype IgG /IgM était 2.5 plus important par rapport a ceux ayant des

APL d’isotype IgA isolé. Pourtant I’association entre IgA et anti-nucléaires a été établie
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par plusieurs études qui ont montré que les patients atteint de lupus associées au SAPL
étaient plus susceptible d’avoir des APL d’isotype IgA (117). En particulier, des études
menées par [Fanopoulos et al 1998] ont montré que dans une cohorte de 48 patients
atteints de lupus L’isotype IgA des ap2GPI était le plus fréquent des APL retrouvés
chez ces patients. De plus, the Systemic Lupus International Collaborating Clinics
group a récemment proposé que les anticorps anti-B2GPI soient inclus comme
marqueurs sérologiques du LEAD dans le cadre des critéres de classification révisés
pour le LEAD, y compris l'isotype IgA (117). Ce désaccord est probablement di au
nombre limité de patients pour lesquels on a dosé les IgA ap2GPI et nécessite de plus

grands échantillons.

V1. Association des APL et de I’IgA ap2GPI isolé avec les signes cliniques du SAPL

Apreés ’analyse des résultats représentés dans les figures 38-49 et les tableaux 14-16 nous avons

constaté que :

Le test ap2GPI Screen a révélé sur 306 patients positifs ,24% de cas de thromboses et 14% de
cas présentant des complications obstétricales. Apres 1’étape d’identification a révélé que I’IgA
aPB2GPI était I’isotype le plus fréquent chez les patients présentant des manifestations cliniques
majeurs. Le test ACA Screen quant a lui a révélé sur 221 patients positifs ,20% de cas de
thromboses et 14% de cas présentant des complications obstétricales. L’étape d’identification a
révélé que I'lgM ACA était I'isotype le plus fréquent chez les patients présentant des
manifestations cliniques majeurs du SAPL.

L’étude statistique sur I’association des APL aux manifestations cliniques majeurs du SAPL a
révélé que le risque d’étre atteint d’une thrombose est 1 fois et demie plus élevé Chez des
patients porteurs d’ap2GPI par rapport a une population n’ayant pas développé ces anticorps.
Les ACA quant a eux ne sont pas fortement associés aux thromboses. Ce résultat est appuyé par
[Shruti Chaturvedi et Keith R McCrae 2015] qui expliquent dans leur revue de littérature que
les anticoagulants lupiques dont les effets sont médiés par I’action des ap2GPI, conférent un
risque plus élevé de thromboses que ceux médiés par 1’action de 1’anti-cardiolipine ou
I’anti-prothrombine. Cependant notre analyse n’a détecté aucune association significative entre

I’apparition des pathologies obstétricales et la positivité des APL (50).

Avant I’introduction du test IgA ap2GPI, la symptomatologie des 160 cas porteurs d’APL
conventionnels était représentée par des thromboses veineuses (13%b) et arterielles 8% (surtout

I’AVC 5%), des pathologies obstétricales et surtout des avortements (8%) des manifestations
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mineures en rapport avec le SAPL (25%). Des signes cliniques en rapport avec d’autres

maladies auto-immunes étaient également retrouvés.

L’introduction du test IgA aB2GPI a signalé 93 nouveaux cas porteurs d’APL considérés
comme faux négatifs a la suite de la recherche des isotypes conventionnels (IgG /IgM) des
APL. 12% d’entre eux avaient des thromboses veineuses, 9% avaient des thromboses
artérielles dont 4% d’entre elles étaient des AVC. 17% souffraient de pathologies
obstétricales. 12% avaient une hypertension artérielle. D’autres signes en rapport avec des

connectivites étaient également retrouvés.

Nous avons trouvé que les IgA ap2GPI isolés étaient fortement associés aux pathologies
obstétricales (p=0.0288) en comparaison avec les isotypes conventionnels des aB2GPI et ACA.
Le risque de développer des pathologies obstétricales est 2 fois plus important chez des patients
porteurs d’IgA ap2GPI par rapport aux 1gG et IgM des APL. Ce résultat a été démontré par
plusieurs chercheurs dont [YAMADA H et al 1999] et [LEE RM et al 2001] qui avaient établis

cette association chez des patients atteints de SAPL (117).

Nous avons également constaté que les IgA aB2GPI isolés étaient retrouvés en plus grande
proportion (p=0.025) chez des patients souffrant d’hypertension artérielles en comparaison
avec les isotypes conventionnels des APL. Ce résultat est appuyé par certains auteurs dont
[Ranzolin.A et al 2014] (117) qui ont montré que les aB2GPI d’isotype IgA étaient des facteurs

de risques athérogenes chez les patients non atteints de SAPL.

Cependant nous n’avons pas pu démontrer une association significative entre la positivité des
IgA ap2GPI et I’apparition des thromboses en comparaison avec les APL conventionnels.
Méme si d’apres plusieurs analyses multivariées, il a été démontré que le risque de thromboses

était augmenté chez les patients qui avaient des taux éleves d’IgA ap2GPI (117).
Cette contradiction peut étre due au nombre limité des patients qui avaient un taux élevé d’IgA.

Aucune relation significative n’a été démontré entre les IgA aPf2GPI et les manifestations

cliniques mineurs du SAPL. Il en est de méme pour les polyarthralgies.

Méme si des études antérieures ont montré une association des IgA anti-R2GPI avec des

manifestations cliniques du SAPL, Ces résultats font encore I'objet de controverses (117).
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CONCLUSION

L’Hétérogénéité des APL a considérablement élargi le concept classique du SAPL, ce qui
Rend son diagnostic tres délicat. Certains APL ne faisant pas partie des critéres diagnostiques
du SAPL sont retrouvés chez des patients présentant une clinique fortement évocatrice de

cette pathologie. C’est le cas des ap2GPI d’isotype IgA qui ont fait 1’objet de notre étude.

Dans ce travail nous avons identifié par la technique ELISA 253 (soit 30%) cas positifs pour
les APL, 11% d’entre eux étaient uniquement des Ac a2GPI d’isotype IgA. Ce résultat
confirme I’importance de la recherche de L’AC ap2GPI d’isotype IgA chez les patients
séronégatifs dont la clinique est évocatrice d’un SAPL. L’étude de 1’association de ces Ac aux
manifestations cliniques du SAPL a révélé qu’ils étaient significativement impliqués dans les
complications obstétricales. La présence de ’isotype IgA dans le sang semble aussi étre un

facteur de risque athérogéne vu leurs présences significatives chez des patients hypertendus.

Nous avons également démontré 1’importance du dépistage semi-quantitatif préalable des
APL. En effet on a constaté que cette étape permettait de prédire le taux de positivité des APL
lors de I’identification. Un dépistage fortement positif avec un typage conventionnel IgG/IgM

négatif justifierait donc la recherche de I’isotype IgA.

Au terme de ce travail et compte tenu des résultats obtenus, nous recommandons de :

e Maintenir en surveillance les patients fortement positifs au test de dépistage qualitatif
des APL mais négatifs lors du typage des isotype conventionnels (IgG/IgM) des APL
et leurs prescrire la recherche des IgA a2GPIL.

e Prendre en considération la positivité de I’IgA af2GPI isolée pour le diagnostic et la
classification du SAPL en présence des signes cliniques et des symptdmes de cette
pathologie.

e Augmenter le nombre des études longitudinales sur 1’isotype IgA des APL afin de
confirmer I'importance relative de ce marqueur de laboratoire dans le diagnostic du

SAPL, primaire ou secondaire.
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Résumé

Les anticorps anti-phospholipides (APL) constituent une famille trés hétérogeéne d’autoanticorps. Les «
anti-phospholipides conventionnels » sont reconnus comme critéres biologiques du SAPL, nous citons en
particulier les Ac anti-cardiolipine(ACA) d’isotype IgG/IgM, Ac anti-beta2- glycoprotéine I (aB2GPI) d’isotype
IgG/IgM et le lupus anticoagulant. D’autres APL Comme les Ac anti complexe prothrombine/phosphatidyl
sérine et les ap2GPI d’isotype IgA ont été décrits chez des patients présentant des anomalies cliniques
évocatrices d’un SAPL et méritent une attention particuliére vu leur association significative avec les faits
cliniques de cette pathologie. L’Objectif de ce travail est d’évaluer I’apport des isotype IgA des Ac af2GPI dans
le diagnostic du SAPL a la lumiére des nouvelles recommandations consensuelles internationales. La recherche
des Ac anti-phospholipides a été faite par technique ELISA sandwich sur 837 patients recrutés pour un bilan
d’APL au CHU de BLIDA. Nous avons pu détecter 30% d’APL positifs, dont 11% d’entre eux avaient
exclusivement des IgA ap2GPI. La détection de I’isotype IgA a été facilitée par le dépistage semi-quantitatif
préalable. Cette étape a permis effectivement de prédire significativement la positivité des APL au moment de
I’identification. L’analyse statistique révele que 1’isotype IgA est plus associé aux complications obstétricales en
comparaison avec les isotype conventionnels (IgG /IgM). La présence de I’isotype IgA dans le sang semble
également &tre un facteur de risque athérogeéne, vu son association significative avec I’hypertension artérielle. Ces
résultats vont permettre de Prendre en considération la positivité de I'IgA ap2GPI isolée pour le diagnostic et la
classification du syndorme des anti-phsopholipides en absence des anticorps conventionnelles et en présence des
signes cliniques et des symptdmes de cette pathologie.

Mots clés : Anticorps anti-phsopholipides conventionnels, aB2GPI d’isotype IgA, dépistage semi-quantitatif,
syndrome des anti-phsopholipides

Abstract

Anti-phsopholipid antibodies (APL) are a heterogeneous group of circulation autoantibodies. The « conventional
APL » are recognized as a laboratory criteria of APS, we cite particularly anticardiolipin (ACA) 1gG/IgM,
anti-beta2- glycoproteinl (ap2GPI) 1gG/IgM, and lupus anticoagulant. Other APAs such as anti-complex
prothrombin/ phosphatidylsérine and ap2GPI1 IgA were described in patients having clinical features suggesting
of APS, and deserve a particular attention given their significant association with clinical facts of this pathology.
The aim of this work is to evaluate the contribution of the isotypes IgA aB2GPI in the APS diagnosis, as it is
recommended by the new international consensuals. The screening of anti-phospholipides was performed using
the ELISA sandwich technique on 837 patients hired for an APL test at CHU BLIDA. We have detected 30%
positive APL, where 11% of them are exclusively IgA a2GPI. The detection of the IgA isotype was made easier
by the prior semi-quantitative screening of APL. This phase allowed us effectively to significantly predict the
rate of positive APL during the identification step. The statistical analysis has reveal that the IgA isotype is more
often associated to pregnancy morbidity compared to the conventional isotypes (1gG/IgM). The presence of IgA
isotype in patients’ blood seems to be an atherogenic risk factor, given its significant link to high blood pressure.
These results will allow us to take into account the positivity of isolated 1gA ap2GPI for the Anti Phospholipid
Syndrome diagnosis and classification, in the absence of conventional antibodies and in the presence of clinical
signs and symptoms of this pathology.

Key words : conventional anti-phospholipid antibodies, isolated IgA a2GPI,semi-quantitative screening,
anti-phospholipid syndrome
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