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Introduction

Le Syndrome des Anti-Phospholipides (SAPL) est une maladie auto-immune (MAI)
systémique touchant principalement les jeunes femmes adultes. Il se présente sous forme
primaire, ou secondaire c’est a dire associé a d’autres MAI : le Lupus Erythémateux Disséminé
(LED ou LES) typiqguement. Diverses manifestations cliniques lui sont associées : classiqguement
a type de thromboses et de complications obstétricales, mais nous verrons qu’elles peuvent
étre bien plus variées, et que la gravité, la fréquence, et la récidive de ces manifestations font
de cette MAI une entité finalement peu homogéne. Enfin, son diagnostic est complexe, car il
doit répondre a des critéres clinico-biologiques bien précis. Ainsi émettre une hypothése d’'un
SAPL repose sur un faisceau d’arguments cliniques et de résultats biologiques hautement
spécialisés.

Dans le cadre de ce travail, nous présenterons dans un premier temps le SAPL, de la
physiopathologie au traitement, en détaillant le diagnostic. Cette mise au point nous
permettra d’'aboutir & des interrogations plus actuelles. Notamment, quels criteres
biologiques seraient susceptibles d’aider a stratifier le risque de survenue d’évenements
cliniques ? Est-il possible de personnaliser la prise en charge de chaque patient en fonction du
profil biologique ? C’est pour répondre a ces problématiques que nous avons choisi d’étudier
une population précise de patients a haut risque clinique et dits « triples positifs », c’est-a-
dire présentant les trois auto-anticorps conventionnels incriminés dans cette pathologie.
L’intégralité de ce travail sera décrite dans une seconde partie, avec les résultats obtenus, et
les conclusions que nous avons pu poser. Une discussion globale cléturera ce mémoire, et

dévoilera les axes de recherche a développer.



Partiel — LeSyndromedesAnti phospholipides

|.  Définitions

A. Del'organisme...

Un organisme humain peut classiquement étre représenté en une organisation plus ou
moins hiérarchisée de différents « systemes » : le systéme nerveux, le systeme respiratoire, le
systeme cardiaque, le systeme digestif, le systeme immunitaire, et bien d’autres... Un étre

humain en bonne santé posseéde donc un organisme dont tous les systemes sont en

homéostasie, et se coordonnent pour accomplir leurs fonctions.

Le systéme immunitaire, peut-étre un des systemes les plus complexes, a pour but initial de
défendre I'organisme : le « soi ». Par exemple, lors d’agressions par des molécules du « non-
soi » (bactéries, virus, substances étrangeres, etc...), il fait intervenir différents éléments de
I'immunité innée (macrophages, cytokines, complément...) et de I'immunité adaptative
(lymphocytes T, lymphocytes B, anticorps...) afin d’éliminer la menace, et de garder en
meémoire les moyens qu'’il a déployés. Une des défaillances du systéme immunitaire que 'on
peut observer est la synthése d’anticorps dirigés contre des molécules du « soi », alors qu’ils
sont habituellement dirigés contre des épitopes d’antigenes du « non-soi ». C'est

classiquement ce que I'on observe dans les « maladies auto-immunes » (MAI).

Le Syndrome des Anti-Phospholipides (SAPL) est une maladie auto-immune. Il est donc
lié a la présence d’auto-anticorps : les anticorps anti-phospholipides (aPL), dirigés contre des

protéines du « soi » : les phospholipides (PL), constituants majeurs des membranes cellulaires.

B. ...auSAPL

C’est dans la fin des années 1980 qu’Harris et al. utilisent pour premiere fois le terme
de « Syndrome des Anti-phospholipides » (1) alors que déja en 1954 Beaumont décrivait chez
une femme ayant fait 7 fausses couches précoces la présence d’'un anticoagulant circulant (2),
et qu’en 1963 Bowie et al. initiaient le versant thrombotique (3). C’est en 1980 que deux
francais M. Soulier et M. Boffa expliquaient quant a eux une prokeddeciationentre des

anticorps de type anticoagulant circulant et des fausses couches a répétition (4).

C’est cette association de critéres cliniques et de critéres biologiques qui est a la base

de la définition du syndrome des anti-phospholipides. Proposés pour la premiére fois a la suite
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de la conférence de Sapporo en 1998 «The International Symposium on Antiphospholipid
Antibodies » (5), ces critéres ont été réactualisés en 2006 suite a la conférence de Sydney (6)
(Figure 1). lls demeurent toujours d’actualité et sont de notoriété internationale. Nous
considérons aujourd’hui que le SAPL est un des plus importants facteurs de risque de maladie

thrombo-embolique veineuse acquise (11).

C’est donc la présence d’au moins un critere clinique : thrombose artérielle et/ou
veineuse ou évenement obstétrical bien défini; et la persistance de la positivité d’au moins un

test biologique a 12 semaines d’intervalle qui permet de poser le diagnostic de SAPL.

Figure 1 Actualisation des critéres cliniques et biologiques du diagnostic du SAPL (6)

Le critére biologique concerne les aPL dits « conventionnels » : les anti-cardiolipines
(aCL) d'isotype IgG ou IgM, les anti-béta-2-glycoprotéine-1 (aB2GPI) d’isotype 1gG ou IgM, et
les anticoagulants circulants de type lupiqgue (ACC). Nous verrons que le dépistage des

anticorps « non conventionnels » peut étre intéressant pour aider au diagnostic.

Il.  Physiopathologie

A. LesPhospholipides

Les phospholipides sont les constituants majeurs des membranes plasmiques.
Composés d’une partie hydrophile, la téte, et d’une partie hydrophobe, la queue, ils forment
une bi-couche lipidique (figure 2) ou viennent s’ancrer protéines et cholestérol, assurant
protection, transduction de signaux, communication avec le milieu extra-cellulaire, tout en

limitant la perméabilité de la cellule.



Figure 2 Schéma d’une membrane phospholipidique
Les principaux phospholipides des cellules humaines sont :

- Phosphatidylcholine

- Phosphatidylsérine

- Phosphatidyléthanolamine
- Sphingomyéline

- Cardiolipine (qui se trouve principalement dans les membranes mitochondriales).

Les phospholipides jouent aussi un réle majeur dans la cascade de la coagulation, car
ils constituent une surface catalytique pour l'activation enzymatique des facteurs de la
coagulation. Ils sont exposés par les cellules endothéliales |ésées par des breches vasculaires,
ou par les plaquettes lors de leurs changements conformationnels. De plus, au cours de
I’'hnémostase primaire, lors de I'activation plaquettaire, c’est a partir des phospholipides de la
membrane plaquettaire gu’est synthétisé le thromboxane-A2, puissant inducteur de

I'agrégation plaquettaire.

B. Lesanti phospholipides

Les anti-phospholipides, comme leur nom l'indique, sont des anticorps dirigés contre
les phospholipides. Mais plus précisément, ils peuvent étre dirigés contre le phospholipide lui-
méme ou contre un cofacteur liant le phospholipide (7-10) (Figure 3). Ces cofacteurs sont en
réalité des protéines agissant a la surface de la membrane phospholipidique, via cette
interaction avec les PL. Nous pouvons citer la B2GPlI, la prothrombine, 'annexine V, la protéine

C, la protéine S, etc... (11).



D’autre part, il est classiguement distingué dans le SAPL les anticorps

« conventionnels » des anticorps « non-conventionnels » (Tableau 1).

aPL conventionne aPL non conventionne

- aCL disotype Ic
) - aB2GPI d’isotype IgA
-aCL d'isotype IgG ou IgM - anti-phosphatidyléthanolamine (aPE)

-aB2GPI d'isotye IgG ou IgM d'isotype 1gG, IgM ou IgA
- anti-prothrombine
-ACC - anti-annexine V
- anti-complexe phosphatidylsérine-
prothrombine (6)
Tableau 1 Les anticorps conventionnels et non conventionnels du SAPL

Les anticorps non conventionnels ne sont pas retenus comme critére biologique, et ne
permettent donc pas a eux seuls de poser le diagnostic de SAPL (méme en présence d’'un
critere clinique). Toutefois, certaines études ont montré une association entre leur présence
et la survenue d’événements cliniques pouvant étre rattachés au SAPL (6). Il est d'ailleurs
maintenant recommandé de rechercher ces aPL non conventionnels lorsque les aPL

conventionnels sont négatifs, devant un tableau clinique fortement évocateur d’'un SAPL.

Les aPL n’ont pas qu’un intérét diagnostic mais ils ont aussi un effet pathogéne sur
'organisme, a l'origine du SAPL. Leur mécanisme d’action est longtemps resté vague, mais
nous possédons aujourd’hui des éléments nous permettant d’expliquer en grande patrtie leur

réle dans cette pathologie.

In vitro, les aPL ont une action qui pourrait étre considérée comme anti-coagulante,
car ils induisent un allongement des tests de coagulation, adprs vivo, les anti-

phospholipides ont une action pro-thrombotique.
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Figure 3 Différentes cibles antigéniques des aPL

C. PathogénicitéesaPLdansle SAPL

1. Le role de la béta-2-glycoprotéine 1
Parmi les aPL, ceux ayant pour cible antigénique la B2GPI auraient la plus importante

signification clinique, surtout s’ils ont une activité lupus anticoagulante (12).

La B2GPI (anciennement appelée apolipoprotéine H) est une protéine sérique
constituée de 326 acides-aminés organisés en cing domaines (Figure 4). Lorsqu’elle est
circulante, la B2GPI formerait une boucle, ou domaine | et domaine V seraient liés. Puis a
proximité des membranes plasmiques et plus précisément des phospholipides anioniques, le
domaine V, chargé positivement, irait alors se lier a ces PL, ce qui expose le domaine I, tres

antigénique, a ses différents épitopes (13).

Figure 4 Différentes conformations de la B2GPI (14)
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Physiologiquement, la B2GPI jouerait un role dans la régulation de la coagulation par

plusieurs mécanismes :

- Elle inhiberait la libération de sérotonine par les plaquettes lors de l'agrégation
plaquettaire, au cours de 'hémostase primaire (16).

- Elle inhiberait le systéme contact de la voie intrinséque de la coagulation (17), et plus
précisément, elle inhiberait I'auto-activation du facteur Xll de la coagulation (18).

- Elle régulerait la génération de thrombine (facteur Ila) en masquant les sites de fixation
du complexe prothrombinase (facteur Xa, facteur V& QL) sur les PL des membranes
plaquettaires, et ce, lorsque la lla est en quantité physiologique (19).

- Elle inhiberait la génération de facteur X de la coagulation en présence de plaquettes
(20).

- Elle inhiberait la Protéine C activée (PCa) ainsi que son activation. La PCa est un
inhibiteur vitamine K dépendant de la coagulation, qui dégrade le facteur Va et le facteur Vllla

(21).

Ainsi nous pouvons comprendre que cette protéine se place au centre de la physiologie
du SAPL.

2. Les événements thrombotiques
De trés nombreux travaux eurent pour objectif d’expliquer la physiopathologie du
SAPL, et ce sont principalement des études/ivo qui ont permis de confirmer le role
pathogénique de ces aPL, en observant la survenue de thromboses artérielles et/ou veineuses

chez des souris ou hamsters, aprés leur avoir injecté des IgG aPL (22).

Les aPL peuvent par de nombreux moyens expliquer les manifestations cliniques
retrouvees chez les patients. Comme nous 'avons vu, les PL sont au centre de la physiologie
de 'hémostase, utiles a chaque étape, de 'hémostase primaire a la cascade de coagulation.
Nous pouvons donc facilement comprendre que la présence d’aPL conduise a une pathologie
thrombophilique, d’autant que comme nous I'avons déja détaillé, les cibles des aPL sont le
plus souvent des complexes formés de PL et d’'un de leurs cofacteurs. Les cofacteurs les plus
cités sont la B2GPI, la prothrombine, la protéine C, la protéine S, I'annexine V, qui ont toutes

un réle physiologique de régulation de la coagulation. Ainsi :
- Les aPL ayant pour cible la B2GPI inhibent ses actions anticoagulantes déja détaillées,
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- Les aPL ayant pour cible la prothrombine peuvent lier la molécule libre ou complexée
aux PL (exemple des aPL anti-phosphatidylsérine/prothrombine), ce sont ces derniers qui
seraient davantage corrélés a la clinique thrombotique du SAPL,

- les aPL ayant pour cible la protéine C, ou la protéine S bloquent leurs roles d’inhibiteurs
de la coagulation,

- Les aPL ayant pour cible I'annexine V (agent anticoagulant) déplacent cette molécule.

Paralleélement, un réle tout aussi primordial des aPL est qu’ils peuvent stimuler certaines
cellules (figure 5) : les plaquettes; les cellules endothéliales et les monocytes (23-25). En effet,

ils altérent I'expression et la sécrétion de molécules variées :

- Au niveau des monocytes, ils favorisent I'expression du facteur tissulaire, qui initie la
voie extrinséque de la cascade de la coagulation.

- Au niveau des cellules endothéliales, ils augmentent I'activité procoagulante (de méme
ils augmentent I'expression du facteur tissulaire, et celle de molécules d’adhésion), diminuent
la fibrinolyse et dérégulent les eicosanoides (en diminuant la production endothéliale de
prostaglandine-I2).

- Au niveau plaquettaire, ils augmentent la production de thromboxane A2 et

I'expression de la GP-lIb-llla.

Figure 5 Cibles cellulaires de I'action des aPL (26)
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Il est important de noter que les aPL activent le complément (26), et gu'’il s’agit d’'une

etape cruciale dans la pathogénése (Figure 5, Figure 6, Figue 7).

D’autre part, le rbéle de modifications post-transcriptionnelles de la B2GPI,
principalement son oxydation, augmenterait fization des aB2GPI a leur cible. Ceci a été
suspecté lorsque des taux plus élevés de B2GPI oxydée ont été trouvés chez des patients

présentant un SAPL thrombotique (73).

Mais une interrogation persiste : pourquoi certains individus possédant ces aPL ne
présentent jamais d’évenement clinique ? C’est alors que la théorie du « second hit » (Figure
6), émise par Meroni et al. (22) devient pertinente. C’'est d’ailleurs la théorie actuellement

retenue pour expliquer les phénomenes thrombotiques.

Figure 6 Théorie du "Second hit" (22)

La présence des aPL constitue la premiere étape, conduisant a un état
prothrombotique, et la formation du thrombus dépend quant a elle d'un autre évenement, le
« second hit », comme par exemple un processus infectieux ou inflammatoire. Cet évenement
déclencheur augmenterait I'expression des cibles des aPL, ou ferait exprimer leurs épitopes
habituellement « cachés ». Il a été suggéré que chez certains sujets, le « second hit » n’ait
jamais lieu, ou que leur spécificité antigénique soit différente. Par exemple, des aB2GPI ayant

pour cible antigénique un autre domaine que le domaine I.
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Ainsi les aPL sont hétérogenes mais leurs actions sont aussi variées, car les mémes

anticorps peuvent avoir des conséquences cliniques différentes chez des patients différents.

Figure 7 Différents mécanismes physiopathologiques du SAP (73)

3. Les événements obstétricaux
La théorie du « second hit » ne coinciderait pas a priori avec les événements
obstétricaux car la simple administration d’aPL, dans des modeles animaux, induirait des
pertes foetales, sans autre événement déclencheur. Il est cependant possible de considérer
gue la grossesse constituerait en elle-méme le « second hit ». En effet, il est déja admis que
les perturbations hormonales et vasculaires en période de gestation font de cet état un facteur
de risque d’événements thromboemboliques important. D’autre part, il a été démontré que

physiologiquement, la B2GPI est en quantité tres importante au niveau placentaire (22).
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Les pertes faetales, précoces ou tardives, ainsi que les accouchements prématureés, qui
constituent les critéres cliniques diagnostiques du SAPL seraient expliqués par plusieurs

mécanismes faisant intervenir les aPL. Notamment nous pouvons citer (Figure 8) :

- L’existence de thromboses placentaires (cf. évenements thrombotiques)

- Au niveau fecetal : une modification des fonctions cellulaires des trophoblastes avec
diminution de leur prolifération, donc de laaissance fcetale, et potentiellement un défaut
d’'implantation.

- Au niveau maternel : une interaction avec les cellules de la décidua (partie maternelle
du placenta formée a partir de 'endomeétre) induisant un état pro-inflammatoire, lui-méme

conduisant aussi a un défaut d’implantation du foetus.

Figure 8 Implication des aPL dans les complications obstétricales

4. Autres événements cliniques
D’autres symptbmes peuvent étre observés au cours de la pathologie anti-
phospholipidique : néphropathie des aPL ; des troubles du systéme nerveux central (SNC) a
type d’épilepsie, de chorée, de troubles mnésiques ; atteintes cutanées (livedo reticularis par
exemple) ; Iésions valvulaires cardiaques (épaississement de valve) ; hémorragies

surrénaliennes bilatérales ; etc...

Les mécanismes thrombotiques ne permettraient pas d’expliquer en totalité ces
évenements. Une action directe des aPL sur les cellules de la microcirculation glomérulaire ou

sur les cellules du SNC a été suggérée (22).

16



lll. Epidémiologie

La prévalence du SAPL est difficile a établir, elle serait de I'ordre de 0,5% de la
population générale. En revanche, il est estimé que 1 a 5% des femmes présenteraient des
aPL. Le SAPL est le plus souvent primaire, et lorsqu’il est secondaire, il est le plus souvent
associé a un lupus érythémateux disséminé (LED). On estime que 20 a 40% des patients
présentant un LED sont susceptibles de développer un SAPL. Le sexe ratio est tres en défaveur
des femmes, qui sont 5 fois plus touchées que les homiA®s (

Dans une étude cas-témoin dont le but était d’évaluer la prévalence des facteurs de
risque acquis ou génétiques de présenter un premier événement thrombotique chez des
patients agés de moins de 70 ans (sans pathologie néoplasique connue), il a été montré que
les aPL étaient présents dans 3 % des cas (versus 0.9 % pour les témoins, OR = 3.6) (27). |l
s’agirait du facteur de risque acquis le plus important de Maladie Thrombo-embolique
Veineuse (MTEV). De méme, dans une autre étude, 17% des femmes présentant un Accident
Vasculaire Cérébral (AVC) avant I'age de 50 ans auraient des aPL positifs (versus 0.7% des
témoins ; OR=43). Ce risque augmente davantage lorsque I'on associe une prise de pilule
aestroprogestative (OR=201) ou une consommation de tabac (OR=87). (28)

D’autre part, concernant le versant obstétrique, il a été montré que 10 a 15% des

femmes présentant des échecs dans leurs tentatives de grossesse présenteraient des aPL (26).

I\VV. Diagnostic
A. Clinique
Les critéres cliniques ont été redéfinis a I'occasion &t Congrés International des

Anti-Phospholipides en 2006 a Sydney, Australie (6).

1. Evénements thrombotiques
Concernant les événements thrombotiques, il faut que le ou la patient(e) ai présenté
au moins une thrombose artérielle, et/ou veineuse et/ou des petits vaisseaux, et que ce
diagnostic soit étayé par de I'imagerie ou de I'histopathologie (sans image d’inflammation de

la paroi vasculaire). Ainsi les thromboses superficielles sont exclues des critéres cliniques.
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2. Evenements obstétricaux
Les critéres obstétricaux retenus sont précisément :
- Au moins 3 fausses couches spontanées et successives au cours des 10 premieres
semaines de grossesse, en excluant une cause hormonale ou anatomique maternelles, ou

chromosomique maternelle et paternelle,

Et/ou
- Une mort feetalein utero (MFIU) aprés 10 semaines de gestation sans anomalie
morphologique diagnostiquée au cours de I'analyse directe du faetus, ou au cours de son

analyse par ultrason,

Et/ou
- Une naissance prématurée avant 1a®3% semaine de gestation d'un enfant sans
anomalie morphologique, liee a une pré-éclampsie, ou une éclampsie sévere, ou une

iInsuffisance placentaire.

NB : A savoir que dans le terme « d'insuffisance placentaire » il est possible de
considérer toute anormalité des tests de surveillance fcetale orientant vers une hypoxie foetale,
un echodoppler orientant également vers une hypoxie fcetale, un oligohydramnios, ou enfin un

poids de naissance inférieur au 10iéme percentile pour le méme age gestationnel (6).

3. Syndrome catastrophique des anti-phospholipides

Le Syndrome Catastrophique des Anti-Phospholipides (CAPS) est défini par une forme
accelérée de SAPL avec des thromboses simultanées (ou dans un délai tres rapproché) de la
microcirculation d’au moins trois organes ou tissus, entrainant une défaillance multiviscérale.
Les atteintes initiales les plus fréquentes sont neurologiques (20%), pulmonaires (14%),
rénales (13%). Le plus souvent, la prise en charge du patient releve de I'urgence et ce, en unité
de soins intensifs, car il entraine un décés dans 39% des cas. Sa prévalence est de moins de
1% des patients porteurs d'aPL, il peut étre inaugurant (50% des cas), ou observé chez des

patients dont le diagnostic de SAPL est déja établi. Il touche les femmes dans 69% des cas.

Il existe un registre international depuis 2000, le « CAPS Registry », qui permet

d’étudier I'épidémiologie de ce syndrome rargtfp://ontocrf.costaisa.com/es/web/capgs

On y retrouve que dans 30% des cas, I'évéenement déclencheur est une infection. Il a été
montré que dans les CAPS, les infections ou les chirurgies récentes augmentent le risque de
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lésions endothéliales, précipitant donc les évenements thrombotiques (29). De méme, un
arrét de Il'anticoagulation peut étre un facteur déclenchant important. Les chirurgies
représentent environ 10% des évenements déclencheurs de CAPS, de méme que les cancers,
la prise de contraceptif. A moindre niveau, nous pouvons retrouver une césarienne, la prise
de médicaments, une crise lupique.

Le diagnostic est posé par la clinique d’'une part, avec la preuve de thromboses de la
microcirculation d’au moins un organe ou tissus (par de l'imagerie ou par une analyse
histopathologique), et par la présence d’autre part d’'au moins un aPL a I'analyse biologique.
A noter que bien évidemment, la confirmation douze semaines plus tard n’est alors pas

nécessaire pour poser le diagnostic. Le titre d'aPL est généralement élevé.

B. Biologique
Il est important de soulever que c’est la persistance de la positivité des tests mettant

en évidence la présence d’aPL, a au moins douze semaines d’intervalle, qui constitue le critére

biologique pour le diagnostic du SAPL. En effet, devant la forte prévalence dans la population
générale des évenements thrombotiques et des complications obstétricales décrites ci-

dessus, il est primordial que la biologie apporte toute la spécificité de ce syndrome.

1. Indications de la recherche des aPL

Voici les indications ou la recherche des aPL est justifiée :

- Diagnostic étiologique d’'une thrombose vasculaire (artérielle ou veineuse) chez le
sujet agé ou le sujet jeune lorsqu’elle est non provoquée ; de localisation inhabituelle ;
lorsqu’elle survient chez des sujets anticoagulés ; ou enfin en cas de récidive,

- Diagnostic étiologique d’'une MFIU lorsqu’aucune anomalie morphologique du foetus
n'a été retrouvee,

- En cas pré-éclampsie précoce ou sévere,

- En cas d'insuffisance placentaire,

- En cas de retard de croissance intra-utérin sévéere inexpliqué chez des femmes ayant
un antécédent de MTEV,

- En cas de fausses couches précoces spontanées, et multiples,

- Chez les femmes enceintes ayant une MAI et une histoire familiale de MTEV (ou une
notion de thrombophilie familiale), méme asymptomatiques,

- Chez les patients atteints de LED,
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- En cas de thrombopénie persistante inexpliquée,
- En cas de découverte fortuite d’un allongement d’un test global de coagulation (TCA
ou TCK).

2. Anticoagulant circulant (ACC) de type lupique
. /[Ed Z d
Il est admis que les aPL de type ACC ont principalement pour cible antigénique la B2GPI
et la prothrombine (22). Ce sont les aPL avec la plus importante signification clinique (30),

surtout s’ils ont la B2GPI comme cible antigénique (12) (figure 9).

Figure 9 Odds Ratio des aPL dans la thrombose (31)

Cela a principalement été démontré dans la méta-analyse effectuée en 2002 par Galli
et al. Cette équipe a combiné les résultats de plusieurs études basées sur i) le lupus
anticoagulant uniguement, et sur ii) le lupus anticoagulant et les aCL ; et a ainsi montré, sur

un total de 979 patients et 681 témoins :

- i) TACC a un OR (IC 95%) allant de 5.71 a 9.4 pour les thromboses artérielles
et/ou veineuses
- i) FACC a un OR (IC 95%) allant de 4.09 a 16.2 pour les thromboses artérielles

et/ou veineuses
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lls démontrent ainsi que les ACC sont des facteurs de risque importants de thrombose,
sans pouvoir cependant prédire le site ou le type de thrombose, et ce, qu'il y ait un LED associé

ou non. De plus, ce résultat serait indépendant du type de test utilisé en laboratoire.

. WZ/E IW KA
Il faut soulever que le terme d’anticoagulant circulant (ACC) n’est pas totalement
exact, car comme nous l'avons vu, les aPL iontivo une action pro-coagulante. Mais

paradoxalement cet ACC prolonge certains tests d’exploration de I'hnémostase.

En effet, la recherche d’ACC est réalisée en laboratoire d’hémostase, en trois temps,
selon les recommandations du Groupe d’Etude en Hémostase et Thrombose (GEHT) et de
I'ISTH (International Society on Thrombosis and Hemostasis). D’abord il peut étre suspecté
devant un allongement des temps de coagulation des tests globaux, il s’algipthtage Pour

ce faire, 'I'STH recommande d’utiliser deux tests complémentaires :

- Le TCA, ou Temps de Céphaline + Activateur, est un test global de coagulation utilisant
la silice micronisée comme activateur de la cascade de la coagulation. Il est réalisé en routine
par les laboratoires d’analyse médicale, principalement pour le suivi des patients ayant un
traitement par héparine non fractionnée (HNF). Il explore la voie endogene (ou intrinseque)
de la coagulation, et est sensible aux déficits en facteurs de cette voie (VIII, IX, XI, XlI, PK et
KHPM) ainsi qu'aux déficits en facteurs communs aux voies intrinseque et extrinseque (ll, V, X
et Fibrinogene ou facteur I), aux aPL, et a la présence de traitements anticoagulants dans le
sang.

- Le dRVVT (Temps de Venin de Vipére Russel dilué), plus précisément le « dRVVT
screen » est le test le plus spécifique et le plus sensible pour la détection des ACC. En effet, il
explore la fin de la cascade de la coagulation, ou le complexe prothrombinase (facteurs Xa,
Va, C#&, PL) active la Prothrombine Il en Thrombine lla. Il est donc insensible aux déficits en

facteurs de la voie endogene de la coagulation (VIII, 1X, XI, X, PK, KHPM).

L’étape suivante, dite ddémonstration consiste a mélanger I'échantillon du patient
avec du plasma normal (mélange en quantités égales) et a renouveler les tests globaux, qui
doivent rester allongés. Si I'on observe une correction des tests de coagulation lors du
mélange, cela oriente alors vers un déficit en facteur de la coagulation (exemple de

I’'hnémophilie A ou B).
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Enfin, pour la derniere étape, l@onfirmation de la dépendance aux anti-
phospholipides est révélée par un test spécifiqued®RVVT confirm )»dont les réactifs
contiennent un exces de phopholipides. Cet excés sature les aPL présents, et on observe alors
une normalisation du temps de coagulation, ce qui ne serait pas le cas s'il y avait présence
d’un anticorps dirigé contre un des facteursldeoagulation (exemple de 'hémophilie A, ou

B, acquise).

Une fois ces tests réalisés, I'indice de Rosner (IR) est calculé a partir du TCA et du TCA
mélange, et le ratio normalisé (RN) est calculé a partir du « dRVVT screen » et du « dRVVT
confirm ». C’est l'interprétation de ces calculs qui permettra de conclure a la présence ou

I'absence d’ACC de type lupique.

9 Indice de Rosner (%) :

TCAmélange — TCA¢emoin
TCApatient

IR =100 x

Interprétation:

X Si IR < 12% => absence d’ACC.
x Si IR compris entre 12% et 15% => résultat douteux a recontréler si possible.

X Si IR > 15% => présence d’ACC (le test mélange n’est pas corrigé).

9 Ratio normalisé :

dRVVTscreen,atient
_ dRVVTscreenismoin
~ dRVVTconfirmyggien:
dRVVTconfirmyqatient

RN

Interprétation:
SiRN < 1,2 => absence d’ACC de type lupique.
Si RNHL,2 => présence d’ACC de type lupique.

Une double centrifugation est nécessaire avant de réaliser les tests dépendant des
phospholipides dans le but d’obtenir un plasma contenant moins de 10 000 plaquettes/pL. en
effet, les PL présents au niveau des membranes plaquettaires pourraient neutraliser les aPL

recherchés dans les échantillons, et conduire a de faux négatifs.
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D’autre part, comme tous les tests chronométriques, il s’agit d'un test fonctionnel, et
est donc sensible a la présence d’anticoagulants dans I'échantillon. Afin d’éviter les faux
positifs, il est donc fortement recommandé de réaliser un temps de prothrombine (TP), et une
héparinémie (dosage de l'activité anti-Xa) avant de réaliser la recherche d’ACC. Un INR
(International Normalized Ratio) > 3 de méme qu’une activité Anti-Xa > 0.8 Ul/mL devra
conduire a I'annulation totale des tests. Un TP < 50% entrainera la réalisation du dRVVT sur
un échantillon dilué au demi avec un pool de plasma normaux. Le PTT-LA ne sera pas réalisé
si I’hnéparinémie est comprise entre 0.15 et 0.8 Ul/mL. Enfin, la présence d’anticoagulants
oraux directs (AOD) (pouvant étre suspectée devant un temps de thrombine (TT) allongé pour
le dabigatran, ou une héparinémie tres élevée pour le rivaroxaban ou I'apixaban), peut aussi
faussement positiver les tests. Il est ainsi recommandé de ne pas interpréter un résultat positif
en présence d’AOD.

. s Zz~ ~d ANdNM W>hA AW /&/Yh A

Afin d’améliorer la spécificité du « lupus anticoagulant », il est possible de montrer sa
dépendance a la B2GPI. Dans une premiére étude est expliqué la démarche (32), ensuite une
seconde publication démontre l'intérét indiscutable de cette technique (33) : un anticorps
anti-B2GPI| avec activité lupus anticoagulant a la plus importante corrélation clinique

(OR=42,3 ; 95% IC, 9.9 — 194.3) (Figure 9).

Cette technique est basée sur un TCA sensibilisé : le PTT-LA pour temps de
thromboplastine partiel - lupus anticoagulant. Il utilise aussi la silice micronisée comme

activateur, mais posséde une concentration plus faible en PL.

Autre avantage de ce test : la technique est décrite comme étant simple. Il doit étre
réalisé dans un premier temps un PTT-LA classique avec le plasma du patient ; puis réaliser un
PTT-LA avec le plasma du patient en diluant le réactif PTT-LA au demi avec des veésicules de
cardiolipine dosées a 25uM. Pour chaque test, un rapport avec un PTT-LA réalisé sur un pool
de plasma de patients sains (témoins) est calculé. Dans le cas d’'une dépendance a la B2GPl,
un raccourcissement du temps de coagulation avec le réactif contenant la cardiolipine (CL)

doit étre observé. Ainsi la différence est calculée :

g= PTTLA~CLyqtient B PTTLApqtient
PTTLA~CLt¢moin PTTLAtémoin
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Interprétation:

x Sid G0,05 => présence d'anti-B2GPI avec activité lupus anticoagulant.

x Sid > - 0,05 =>absence d’anti-B2GPI avec activité lupus anticoagulant.

3. Anti-béta-2-Glycoprotéine 1
. /[Ed Z d

Des les années 1990 la B2GPI a suscité un fort intérét, elle est méme considérée
comme I'antigéne le plus cliniquement significatif (14). C’est d’ailleurs en 1995 que la présence
d’anticorps Anti-béta-2-Glycoprotéine 1 (aB2GPI) a été démontrée en utilisant un test
immunologique avec cet antigene directement, sans phospholipides (34). Plus précisément,
ces anticorps seraient davantage corrélés a la clinique du SAPL que les anti-cardiolipines
utilisés jusqu’alors (34 ;35). Deés cet instant, de nombreux laboratoires ont mis au point des

techniques mettant en évidence ces aPL.

Initialement, ils ne faisaient pas partie des criteres initiaux de Sapporo, ou I'on ne
considérait que le « lupus anticoagulant » et les « anti-cardiolipines B2GPI dépendant », ils ont

été rajoutés aux criteres revisés de Sydney, en 2006.

Déja en 1995, Cabiedes et al (35), en démontrant la meilleure spécificité des tests
dépistant les aB2GPI (quasiment 90%) vis-a-vis du SAPL chez des patients lupiques, par rapport
aux autres tests ELISA dépistant les aPL (49%), émettait 'hypothése d’une conformation
particuliere de la B2GPI aprés son interaction avec la cardiolipine, exposant alors de nouveaux
épitopes. Par la suite, la distinction de ses différents domaines et le réle principalement du

domaine | (Figure 4) ont été au centre de nombreux travaux.

Depuis, il a été montré que les anticorps anti-domaine | de la B2GPI étaient davantage
corrélés a la clinique du SAPL (36). En effet, dans une étude uni-centrique chez 198 patients
présentant des désordres auto-immuns, de Laat et al. ont calculé que I'Odds-Ratio des
anticorps anti-domaine | de la B2GPI était de 18,9 (95% ClI, 6.8 — 53.2) pour les thromboses
(principalement veineuses) versus 1,1 (95% CI, 0.4 — 2.8) pour les anticorps dirigés contre les
autres domaines de la B2GPI. Il a confirmé ces résultats avec une étude multicentrique
incluant uniquement des patients présentant des aB2GPlI, ou il a d’ailleurs aussi montré qu’ils

étaient davantage corrélés avec les complications obstétricales (OR=2,4 ; 95% ClI, 1.4 — 4.3).
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A ce jour, il est recommandé d'utiliser une technique ELISA (Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay) pour le dépistage des aB2GPI (6). De nombreux kits commerciaux existent,

mais le principe général reste le méme, il s’agit du principe de I'ELISA indirect (Figure 10).

Nous disposons d'une plague ELISA de 96 puits, au fond desquels est fixé (« coaté »)
en quantité saturante I'antigene d’intérét : la B2GPI naturelle. Une quantité fixée d’échantillon
est déposée dans les puits (sérum ou plasma) du patient. Si I'échantillon contient I'anticorps
recherché, celui-ci se lie a son antigéne fixé au fond du puits, et un complexe antigene-
anticorps se forme. Les étapes de lavages sont trés importantes afin d’éliminer toute molécule
non fixée a I'antigene, ou les molécules fixées mais non spécifiques. Un réactif (le conjuguat
d’enzyme) est ensuite déposé dans les puits, il contient des immunoglobulines anti-lgG ou
anti-lgM en fonction de l'isotype recherché. Ces anticorps sont couplés a une enzyme, par
exemple la peroxydase. Apres incubation, puis lavage pour éliminer les excés d’anticorps
couplés, le substrat de I'enzyme est ajouté dans le puits. Ceci induit une coloration de la
solution, et la variation de la densité optique (DO) est mesurée des l'ajout d'un réactif
stoppant la réaction (généralement un acide fort ou une base forte), par spectrophotométrie.
Cette variation d’'absorbance est proportionnelle a la quantité de complexes antigéne-
anticorps présents dans le puits, c’est-a-dire qu’elle est donc proportionnelle a la quantité

d’anticorps présents dans I'échantillon du patient.

Figure 10 Principe du test ELISA indirect

Les résultats sont rendus généralement en « Unités Internationales » ou selon les
recommandations du fournisseur. Les aB2GPI sont considérés comme positifs lorsque le titre

est supérieur au 99 percentile et ce, quel que soit I'isotype IgG ou IgM.
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Les tests que nous venons de détailler ont donc été mis au point dés la mise en
évidence d’anticorps dirigés contre la B2GPI, en vue d’obtenir une meilleure spécificité par
rapport aux ELISA visant a dépister les anticardiolipines. Cependant, des anticorps non
pathogéniques sont encore détectés avec cette méthode. Il a ainsi été suggéré que la fixation
de la B2GPI sur les plaques en plastique des tests ELISA entrainait une conformation différente
de la protéine, exposant de nouveaux épitopes. En effet, certaines études n’ont pas trouvé de
lien entre les aB2GPI et les manifestations thrombotiques (38). De plus, il semblerait que des
faux-positifs soient liés a des infections telles que la leishmaniose, la leptospirose, la lepre...
Dailleurs, dans les cas de lepre, il semblerait que les anticorps soient d’avantage dirigés contre

le domaine V, ou d’isotype IgM (37).

Cette notion de conformation de la B2GPI est tres importante, car il est aisé de comprendre
gue sa conformation tridimensionnelle puisse étre largement modifiée par différentes

méthodes de purification, de production ou encore de fixation a la plaque ELISA. Ce sont
autant de facteurs de variabilités a I'origine des différences observées lors de la réalisation de
ces tests par différents laboratoires, ou dans un méme laboratoire mais avec des fournisseurs

différents.

Ainsi des ELISA plus spécifiques du SAPL ont été développés, et nous pouvons citer
principalement les ELISA ciblant les anti-domaine | de la B2GPI. Un gain de spécificité induit
probablement une perte de sensibilité. Dans cet ELISA, I'épitope d'intérét coaté sur la plaque

est uniguement le domaine | (Figure 11).

Plus précisément au sein du domaine I, c’est un épitope tridimensionnel comprenant la
séquence entre l'arginine en position 39 et I'arginine en position 43, les acides aspartiques en
position 8 et 9, et l'inter région entre le domaine | et le domaine Il qui serait le plus

antigénique, et les anticorps ayant cette cible sont tres corrélés a la clinique thrombotique ou

obstétricale du SAPL (36 ; 39 ; 40). De nouveau, la notion de conformation reste primordiale.
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Figure 11 ELISA anti-domaine 1 vs ELISA anti-B2GPI (14)

4. Anti-cardiolipines
. /[Ed Z d
Ce sont les premiers tests ELISA mis au point pour rechercher les APL, et leur intérét
est historique. Ce sont les tests les plus sensibles (Figure 12). Dans sa revue de littérature,

Harris et al (42) indique que ce test est positif chez 80 a 90% des patients présentant un SAPL.

Cependant, ils manquent de spécificité et de standardisation. L’ajout de sérum de veau
foetal, qui constitue une source de B2GPI, a pour but d’améliorer cette spécificité, mais peut
entrainer une perte de sensibilité car certains patients peuvent présenter des anti-
B2GRLmaine €t Non des anti-B2GRline (37). De fait, certains ELISA sont désormais réalisés

avec de la B2GPI humaine.

Ainsi les anticorps détectés sont soit lieés directement a la cardiolipine : ce sont les anti-
cardiolipines « vrais » ou B2GPI indépendants, soit liés a la B2GPI, et sont dits anti-
cardiolipines-B2GPI-dépendants. Ces derniers snanticorps les plus associés a la clinique
du SAPL ; les aCL « vrais » pouvant étre retrouvés au décours d’infections telles que la syphilis,
le VIH...

Des équipes ayant travaillé sur le SAPL recommanderaient méme de retirer les aCL des
criteres diagnostiques (41) puisqu’ils sont moins souvent associés avec la clinique du SAPL que

les aB2GPI, et gu'’il y a un recouvrement partiel avec les ELISA détectant les aB2GPI.
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Figure 12 Différents anticorps détectés les tests ELISA-CL (37)

. WZ/E W KA~ !
Le principe des tests est le méme que celui décrit précédemment, puisqu'il s'agit de
tests ELISA indirects. L'antigéne coaté au fond des plaques est la cardiolipine, et il est

nécessaire d'y faire incuber du sérum de veau fcetal (pour I'apport de B2GPI).

Certaines recommandations préconisent de rendre les résultats des tests en unités GPL
pour les IgG, ou en MPL pour les IgM ACL. lIs seraient ainsi considérés comme positifs lorsque
le taux d’APL est supérieur a 40 GPL ou 40 MPL, ou bien supérieifapegentile (6). Ces
unités standardisées et internationales sont définies a I'aide de calibrateurs contenant 1 ug
d'lgG ou dlgM anti-cardiolipines purifiées et polyclonales. Malgré ces essais de
standardisation, il persiste de grandes variabilités inter-laboratoires, et intra-laboratoires
lorsqu’ils utilisent des techniques, des lots ou des fournisseurs différents. Ces variabilités sont

plus importantes que celles observées pour les ELISA anti-B2GPI.

5. Anticorps non conventionnels
Il existe des tests ELISA visant a dépister la présence d’anti-Phosphatidyléthanolamine
(aPE) d'isotype IgG, IgM ou IgA, des anti-prothrombines avec les mémes isotypes, ou encore
pour les anti-Annexine V, ainsi que des ELISA pour les isotypes IgA des anti-cardiolipines et des

anti-béta-2-glycoprotéine |.

Il a été décrit que les aCL d’isotype IgA seraient davantage reliés a une thrombopénie,

des ulcéres cutanés et des Iésions de vascularite (12).
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D’autre part, la présence d’'aPE a été rapportée dans plusieurs cas chez des patients
séronégatifs pour les aPL conventionnels mais avec des thromboses récurrentes (43), ainsi que
chez certaines femmes avec complications obstétricales précoces ou plus tardives (44). C’est
I'isotype 1gG qui serait le plus impligué en cliniqgue, avec un Odds Ratio a 6 pour les

évenements thrombotiques (43).

Ainsi, il est recommandé de rechercher ces aPL non conventionnels dans les cas de
persistance de négativité des tests conventionnels chez des patients cliniquement fortement
suspects de SAPL. Hughes et Khamashta (72) ont proposé I'utilisation du t@emmegative
Antiphospholipid Syndrome » pour Syndrome des Antiphospholipides séronégatif » (ou

SNAPS) lorsque la clinique en est tres évocatrice d’'un SAPL avec une biologie négative.

V. Traitement

A. Lesmoléculedisponibles

1. Héparine et AVK
Le traitement de référence du SAPL dans un contexte d’événement
thromboembolique veineux fait appel a I'utilisation d’anticoagulants, premierement par voie
injectable : 'héparine (HNF : Héparine Non Fractionnée ; ou HBPM : Héparine de Bas Poids
Moléculaire) avec un relais par des anticoagulants oraux : les anti-vitamines K (AVK). Le
traitement oral est généralement sur du long terme, mais il est contre-indiqué chez les

femmes enceintes, chez qui il est préférable d'utiliser des HBPM.

L’inconvénient majeur des AVK est une variabilité interindividuelle importante et des
interactions notamment alimentaires, ce qui impliqgue un monitoring lourd (par détermination
de I'INR, International Normalized Ratio), avec des répercussions parfois importantes sur la
gualité de vie des patients. De ce fait, les surdosages sont fréquents, exposant aux risques

hémorragiques, de méme que les sous-dosages, exposant a un risque thrombotique.

2. Les anticoagulants oraux directs (AOD)
A la suite du 19" congrés international sur les anticorps aPL qui a eu lieu en 2013, un
groupe de travail a été constitué afin de discuter des différents nouveaux traitements pouvant

étre envisagés dans le SAPL, et principalement du cas des anticoagulants oraux directs (45).
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Les différents AOD disponibles sur le marché sont :

- le rivaroxaban (XARELTO®) : inhibiteur direct du facteur Xa de la coagulation,
- l'apixaban (ELIQUIS®) : inhibiteur direct du facteur Xa de la coagulation,
- le dabigatran (PRADAXA®) : inhibiteur direct du facteur lla de la coagulation.

Nous pourrons bient6t ajouter a cette liste I'edoxaban (LIXIANA®) : inhibiteur direct du

facteur Xa de la coagulation.

Ces molécules ont pour intérét principal de présenter moins de variations
interindividuelles que les AVK, la posologie est donc fixe en fonction de l'indication, et le suivi
en routine n’est plus indiqué. Un ajustement de posologie est tout de méme nécessaire en cas
d’insuffisance rénale et/ou hépatique. Un dosage spécifigue de la molécule est possible
uniqguement en situation d’événement hémorragique ou de chirurgie urgente (voir infra), il
est alors réalisé dans des laboratoires spécialisés. Le principe consiste a doser l'activité anti-
Xa ou anti-lla (en fonction de la molécule) en se référant a une courbe de calibration spécifique
de cette molécule. Sa réalisation se limite aux cas de suspicion de surdosage, aux urgences
accidentelles ou chirurgicales, ou en cas d’apparition ou d’aggravation d’'une insuffisance
rénale. D’autres intéréts majeurs des AOD sont la diminution de survenue d’effets indésirables
de type hémorragie intracranienne, I'absence d’interaction alimentaire, la diminution des
interactions médicamenteuses. En revanche, un seul antidote est disponible sur le marché,

I'idarucizumab (PRAXBIND®) qui neutralise spécifiquement I'effet du dabigatran (67).

L'utilisation des AOD dans le SAPL ne fait pas I'objet d’AMM car trop peu de données
sont disponibles. Des patients atteints de SAPL étaient inclus dans les études de phase Il mais
les statuts et les profils de ces patients n’étaient pas suffisamment documentés, ainsi plus de
preuves étaient nécessaires. Une étude récente, publiée en septembre 2016, concernait
I'utilisation du Rivaroxaban versus la warfarine (AVK) pour traiter des patients avec un SAPL
thrombotique avec ou sans LED (étude RAPS) (46). 116 patients ont été inclus, tous traités
initialement par la warfarine, puis 57 ont switché pour le rivaroxaban, alors que les 59 autres
ont continué leur traitement initial. L’objectif était de démontrer la non-infériorité du
rivaroxaban versus la warfarine, ainsi que sa tolérance. Pour comparer l'efficacité des
traitements anticoagulants, des tests de génération de thrombine (test global permettant

d’observer I'effet anticoagulant) ont été réalisés a 42 jours de la randomisation. En ne se
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basant que sur le potentiel de thrombine endogéne (ETP) le rivaroxaban était inférieur a la
warfarine, mais en analysant dans leur globalité les thrombogrammes, il n'y avait pas de
majoration du risque thrombotique, de plus, aucun événement thrombotique n’a été déclaré
pendant les 6 mois de traitement. De méme, aucun saignement majeur n’a été observé pour
la totalité des patients, et la survenue de saignements mineurs était comparable dans les deux
bras. Ainsi, le rivaroxaban peut se présenter comme une alternative efficace et slre face aux
AVK chez les patients SAPL, notamment chez des patients présentant une hypersensibilité aux
AVK (45, 46). Cependant, de nouvelles études sont nécessaires pour appuyer cette hypothese,
et les résultats de I'étude de Pengo et al. (53) qui compare I'utilisation du rivaroxaban versus
la warfarin pour le traitement de SAPL thrombotiques chez des patients a haut risque (triple

positifs) dans I'essai TRAPS sont attendus.

NB : il est important de considérer que I'administration d’AOD peut positiver les tests de
coagulation lors de la recherche d’ACC (dRVVT et PTTLa et TCA). Ainsi, un bilan de
thrombophilie avec recherche d’ACC devra étre réalisé a I'arrét du traitement, ou lors de

réalisation d’une fenétre thérapeutique.

3. Les alternatives
. >~ hdz ~ Ed/ K 'h> Ed?

L'utilisation de fondaparinux (ARIXTRA®), danaparoide (ORGARAN®), qui sont des
anticoagulants injectables inhibant directement I'activité du facteur Xa de la coagulation, ainsi
gue l'argatroban (ARGANOVA®), qui est un inhibiteur direct de la thrombine activée (facteur
lla) administrable en injectable, est indiquée chez les patients SAPL en cas de thrombopénie
induite par I'hnéparine (TIH) (45).

. ,Z2 ZKyz ,>KZKYh/E
Cette molécule commercialisée en France sous la spécialité PLAQUENIL® est utilisée en
rhumatologie, particulierement chez les patients polyarthritiques et lupiques, pour ses effets
anti-inflammatoires et antalgiques, avec, de facon généralement retardée, une amélioration
sur les douleurs articulaires. Ses effets indésirables sont principalement oculaires, nécessitant

un suivi ophtalmologique.

Certains auteurs rapportent méme des effets bénéfiques chez des patients lupiques

avec SAPL, avec diminution du risque thrombotique artériel et veineux (47 - 51). Une étude
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(52) a comparé la survenue d’évenements thrombotiques dans deux groupes de patients
atteints de SAPL primaire : le premier bras comprend des patients traités uniquement par AVK
(n=20), l'autre des patients traités par AVK + hydroxychloroquine (n=20). Malgré un INR dans
la cible, 6 évenements (soit pour 30% des patients) ont été déclarés dans le premier groupe,
alors gu’aucune thrombose n'a été observée dans le bras des patients traités par AVK et
hydroxychloroquine. Malheureusement, les effectifs réduits, une durée de suivi trop courte

et des limites dans la méthodologie ne permettent pas de tirer de conclusion significative.

Cependant, le groupe de travail (45) recommande ['utilisation de I’hydroxychloroquine
chez tous les patients lupiques avec aPL, de plus elle pourrait étre une aide dans les cas de
SAPL réfractaires. Son utilisation dans le SAPL primaire nécessite quant a elle de nouvelles

études avant d'étre admise.

. > /N nd d/E A
Les statines constituent une famille de médicaments hypocholestérolémiants,
utilisées, entre autre, en prophylaxie primaire ou secondaire d’événements artériels
(principalement coronaires) chez des patients hypertendus avec plusieurs facteurs de risque

cardiovasculaires.

Elles ont d'autres propriétés bénéfigues reconnues, comme une action anti-
inflammatoire, anti-thrombotique et immunomodulatrice. Cependant le groupe de travail ne
recommande pas I'utilisation des statines chez les patients SAPL sans dyslipidémie, du fait d’'un

manque de données (45).

« Z/dhy/D
L'utilisation de cet anticorps monoclonal chimérique ayant pour cible la molécule CD20
(donc les lymphocytes B) dans le SAPL a fait I'objet de publications de plesiseH®ports
et principalement d’'une étude : RITAPS, en 2013 (54).

Le groupe de travail (45) rapporte que l'utilisation du rituximab n’a jamais permis de
négativer les aPL chez des patients avec une positivité persistance associée a la clinique du
SAPL. Néanmoins, son utilisation peut avoir un intérét dans les SAPL réfractaires et
notamment dans le SCAPL, ainsi que dans les SAPL avec atteintes hématologiques

(thrombopénie profonde par exemple) ou avec microangiopathies.
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Concernant l'utilisation du belimumab (BENLYSTA®), un anticorps monoclonal humain
utilisé chez des patients adultes atteints de LED actif malgré un traitement habituel, et en
association avec le traitement habituel (55, 56), chez des patient SAPL n’a pas encore été
spécifiguement étudiée. Stohl et al. (57) rapporte une diminution significative du taux d’IgA
aCL lors de I'utilisation de belimumab a 10 mg/kg lorsqu’il analyse les résultats des études
BLISS-52 (55) et BLISS-76 (56).

. [E,/ /d hZz h KDW> D Ed
Quelques auteurs rapportent l'utilisation de I'eculizumab (SOLIRIS®) dans des cas de
SAPL particulierement réfractaires, dont certains ayant conduit & un succes (58, 59). Il serait
particulierement intéressant d’utiliser cet inhibiteur de la fraction C5 du complément chez des
patients SAPL nécessitant une greffe rénale (60). Plus de données sont nécessaires pour

justifier la recommandation de cette molécule (45).

(¢ d,ZW/ W2Z> W Wd/

Une des pistes de recherche de nouveaux traitements spécifigues du SAPL est basée
sur l'utilisation de fragments de B2GPI pour neutraliser les aPL ciblant cette molécule.
Malheureusement les essais n’en sont qu'aux phases précoces, avec des études réalisées sur
des modéles animaux. Deux peptides ont été proposés : le premier ciblant le domaine | (qui
comprend I'épitope de la B2GPI qui lie les principaux aPL pathogéniques), le second ciblant le

domaine V (domaine liant la b2GPI aux PL) (45).

Pe s/d D/E
La vitamine D ayant de nombreux effets immunomodulateurs, il est recommandé de

traiter tout déficit chez les patients SAPL, de méme que dans la population générale (45).

B. Préventiornprimaire

La découverte d’'aPL chez un(e) patient(e) n'ayant jamais présenté de thrombose
artérielle ou veineuse, ni d’événement obstétrical est donc fortuite et n'implique que trés
rarement la mise en place d’'un traitement. En revanche, une prise en charge des facteurs de
risque cardiovasculaires (FdJR CV) est fortement recommandée (tabac, HyperTension

Artérielle, obésité, prise de contraceptif cestroprogestatif, dyslipidémie, etc...).

Il est généralement proposé une prophylaxie par antiagrégant plaquettaire (aspirine a

faible dose) chez des patients lupiques porteurs d'aPL. Tarr et al. ont montré que des
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évenements thrombotiques survenaient chez 1,9% des patients lupiques recevant une
prophylaxie primaire par aspirine, versus 6,9% chez ceux n’en recevant pas (63). Et dans une
revue de la littérature, Saadoun et al. recommandent d’y associer I'hydroxychloroquine (62),

dont nous avons déja discuté des avantages dans ce contexte.

De méme, en cas de présence de FdR CV ou de profil a haut risque (Figure 13) il est
alors recommandé de prévenir la survenue d’évenements thromboemboliques par de

I'aspirine a faible dose (62).

Figure 13 Profils d'aPL a haut et faible risques (62)

Chez les femmes avec aPL, il est recommandé d’utiliser de 'HBPM en prophylaxie

primaire au cours de la grossesse et en post-partum, a dose préventive (62).

Enfin, aucun traitement n’est généralement proposé aux patients asymptomatiques
sans autre FdR CV (Figure 14) sauf en cas de situation a risque élevé (immobilisation, chirurgie,
vols long courrier) ou I'on peut proposer des injections sous-cutanées d’HBPM a dose

préventive (62).
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Figure 14 Recommandations de prophylaxie primaire chez des patients avec aPL (62)
C. Préventiorsecondaire
Il faut distinguer le traitement en cas de premier évéenement thromboembolique, qui
se réfere généralement aux recommandations de cette pathologie, avec un traitement de
prophylaxie secondaire dont le but est d’éviter les récidives. En effet, comme le montre
'étude de Pengo et al., les récidives chez des patients & haut risque (triples positifs) sont

importantes : 44.2% a 10 ans (figure 15).

Figure 15 Incidence cumulée d'événements thromboemboliques chez des patients a haut risque (61)
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Il semblerait que ces récidives soient indépendantes de la clinique au diagnostic
(figure 16), cependant il peut étre intéressant de noter que dans cette étude, les 4 patients
ayant présenté initialement un SCAPL ont récidivé durant la période de suivi : 2 en veineux, 2

en artériel.

Figure 16 Incidence cumulée d'événement thromboembolique chez des patients triple positifs en fonction de la clinique au
diagnostic (61)

Toujours dans cette méme étude, Pengo et al. montre que les récidives sont plus

fréquentes en absence de prophylaxie secondaire (p=0.002) (figure 17) et que le statut de

I'anticoagulation orale était le seul facteur prédictif d’évenement thromboembolique.

Figure 17 Incidence cumulée des récidives en présence et en absence de prophylaxie secondaire par AVK (61)
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Le seul traitement au long cours qu’il est recommandé d’utiliser par voie orale est le
recours aux AVK. Nous avons vu que l'utilisation des AOD ne faisait pas encore partie des
recommandations. Il a été montré qu’en prophylaxie secondaire des ETEV, la cible de I'INR
devait se situer entre 2 et 3, car ceci entrainait moins de risque hémorragique et autant
d’efficacité qu’un INR cible entre 3 et 4. En revanche, en cas de récidives multiples malgré un
traitement bien conduit (INR dans les ciblepgeilit alors étre décidé d’augmenter la cible de

I'INR pour se situer entre 3 et 4.

En cas d’évenements thrombotiques artériels, il est recommandé d’associer la prise
d’aspirine a faible dose, ou d’augmenter la cible de 'INR entre 3 et 4. Chez des patients a faible
risque de récidive (non lupique, avec un facteur déclenchant transitoire, un profil biolologique
a faible risque) et ayant présenté en premier évenement un AVC (sans embole d’origine

cardiaque) peuvent recevoir uniguement de I'aspirine a dose anti-agrégante (62).

Figure 18 Recommandations de prophylaxie secondaire dans le cadre du SAPL (62)

37



VI. Problematique

Quelgues points clés du SAPL ont été abordés dans cette présentation. Il est important
de souligner la forte prévalence de la clinique non spécifique du SAPL dans la population
générale, qui met le diagnostic biologique au premier plan. Malheureusement, les tests

disponibles aujourd’hui manquent de spécificité et de standardisation.

Par ailleurs, il est loin d’étre anodin de traiter au long cours par des
anticoagulants oraux. Il est recommandé actuellement de faire appel aux AVK en prophylaxie
secondaire d’ETEV dans le SAPL. Pourtant, cette classe de médicament se place au premier
rang des médicaments responsables d’effets iatrogenes graves (37% en 2004 et 31% en 2009),
avec comme conséquence des hospitalisations importantes, et mise en péril du pronostic vital.
Ce sont les hémorragies gastro-intestinales et intracraniennes qui constituent les principaux

effets indésirables de ces médicaments.

Ainsi, il est pertinent ou majeur de définir des facteurs de risque de survenue
d’événements cliniques chez les patients porteurs d’aPL. La caractérisation de ces facteurs de

risque permettrait de mieux cibler la prise en charge thérapeutique des patients.

En effet, de nombreux travaux ont eu pour objectif de stratifier le risque clinique en
tenant compte des éléments cliniques et biologiques des patients, afin d’adapter au mieux

leur prise en charge.

Une des premiéres études, et des plus importantes, est celle publiée en 2005 par
Pengo et al (64). Il montrait que la triple positivité des patients est un facteur de risque trés
important de présenter des événements thrombotiques. La « triple positivité » est définie par
la positivité des trois tests biologiques parmi ceux retenus dans les critéres actualisés de
Sydney (6) : lupus anticoagulant, aCL d’isotype IgG ou IgM et aB2GPI d’isotype 1gG ou IgM.
Cette triple positivité aurait un Odds Ratio de 33.3 (95% CI ; 7.0-157.6), lors de cette étude
réalisée sur 618 patients, pendant une période de 6 ans. Par ailleurs, le profil des patients
doubles positifs avec lupus anticoagulant négatif serait plus en faveur d'une clinique
obstétricale. Enfin, les aCL seuls n’étaient pas corrélés avec une clinique du SAPL, dans cette
étude. D’autre part, le sexe masculin, un age supérieur a 45 ans, et la présence de cofacteurs
de risque cardiovasculaires artériels ou veineux étaient d’autres facteurs de risque

thrombotiques.
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Il est intéressant de noter que chez les triples positifs le taux d’'lgG aB2GPI serait
significativement plus élevé que chez les patients doubles positifs (avec ACC négatif) ; alors

gue ceci n’est pas démontré pour les IgM aB2GPI (figure 19).

Figure 19 Comparaison des taux d'lgG et d'lgM aB2GPlezhtiples positifs vs doubles positifs (LA négatifs) (64)

Cette étude de Pengo et al. (citée 185 fois) a ouvert le chemin a bon nombre d’auteurs.
Il n’est pas impensable de considérer que ces résultats puissent étre liés au fait que tous les
patients recrutés étaient des consultants du centre de thrombose, mais ils ont été largement
redémontrés par la suite, notamment dans une étude publiée en 2013 (65). Dans cette étude,
la prévalence d’évenements cliniques faisant partie des critéres diagnostiques du SAPL est de
90% pour les triples positifs, 86% pour les double positifs et seulement 19% pour les simples
positifs. 1l y démontrait par ailleurs que la persistance des aPL est quasi constante dans ce
groupe de patients. En effet, celle-ci atteint les 98% pour les triples positifs, alors qu’elle n’est

présente que dans 40% des cas de simple positifs.

Figure 20 A : persistance des aPL en fonction des profils biologiques ; B : Taux de présence de critéres cliniquesdiagnostique

du SAPL en fonction des profils biologiques (65).
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Nous avons déja évoqué les récidives d’événements thromboemboliques chez les
patients SAPL triples positifs, qui atteignent 44,2% a 10 ans (Figure 15) ; preuve du caractere

« haut risque clinigue » de ces patients (61).

Une autre étude trés intéressante, multicentrique, réalisée en prospectif et publiée en
2011, toujours par Pengo et al. (66) concernait la prévalence de survenue d'un premier
événement thromboembolique chez des patients triples positifs en aPL, mais donc sans
antécédents cliniques (non étiquetés SAPL). Elle atteindrait les 37.1% (95% ClI, 19.9%-54.3%)

a 10 ans (Figure 21) dans cette étude.

Figure 21 Incidence cumulée de survenue cfuévEnement thromboembolique chez des patients triples positifs sains (66)

Par ailleurs, des scores ont été développés afin d’estimer le risque de survenue
d’événements thrombotiques et/ou obstétricaux (68-70). Le dernier a avoir été proposé est
le Global Anti-Phospholipid Syndrome Score (GAPSS) (70). Il a été développé et validé chez des
patients lupiques, en considérant leur profil biologique d’aPL (marqueurs conventionnels et
non conventionnels), et I'un des avantages de ce score est gu'’il prenait en compte leurs FdR
CV (HTA, diabete, tabac, dyslipidémie) ainsi que des marqueurs d’auto-immunité tels que les
anticorps antinucléaires, les anticorps anti-antigenes solubles, les anti-DNA. Le GAPSS est
calculé a partir de 6 parametres clinico-biologiques (Figure 22). Un seuil & 10 semble le plus
significatif, et il a été montré que les valews plus élevées étaient corrélées avec la clinique
du SAPL. De méme, des valeurs plus élevées étaient aussi corrélées avec une multiple

positivité des aPL. Ce score a aussi été évalué chez des patients avec SAPL primaire (71), ou il
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a été montré que des patients avec antécédents de thromboses avaient des scores plus hauts
gue des patientes avec antécédents obstétricaux uniquement ; et que des patients avec

récidives d’événements thrombotiques avaient eux aussi, des score plus élevés.

Figure 22 Le Global Antiphospholipid Syndrome Score (70)

Il nous a ainsi semblé intéressant de combiner les résultats de deux laboratoires de
I'’Assistance Publique des Hopitaux de Marseille : le laboratoire d'immunologie de I'H6pital de
la Conception, et le laboratoire d’Hématologie spécialisé en Hémostase de I'Hbpital de la

Timone, afin d’analyser la répartition des profils biologiques des patients triples positifs.
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Partie Il — Travail personnel
Asymptomatic carriers presenting a high-risk antiphospholipid antibody profile.

l. Introduction

Antiphospholipid antibodies (aPLs) constitute a heterogeneous group of auto-
antibodies associated with thrombosis related events, and define the anti-phospholipid
syndrome (APS) (22). APS is an autoimmune disease characterized by venous or arterial
thrombosis and/or obstetric complications. Clinical criteria associated with the persistent
positivity of at least one aPL, such as Lupus Anticoagulant (LA) or antibodies directed against
Cardiolipin (aCL) ot2-Glycoprotein | (&2GPI) of IgG or IgM isotype, is necessary for APS
diagnosis (6). Functional tests, based on clotting time are used for the detection of LA,
described as the most correlated marker to clinical manifestations (30). APS mainly affecting
young people, is a severe disease, which requires long-term anticoagulant therapy, and

despite this, thrombotic recurrences are frequent.

aPLs are not only used for APS diagnosis, they also have an important role in the
pathophysiology of the disease. A two hit hypothesis has been suggested to explain why
thrombotic events occur only occasionally in spite of the persistent presence of
autoantibodies (22). aPL (first hit) increase the thrombotic risk and clot takes place in the
presence of another thrombophilic condition, such as infectious or inflammatory diseases
(second hit) (22).

It is now widely recognized that multiple positivity of aPL is more frequently associated
with thrombotic or obstetrical events than single one (38, 41). Pengo et al demonstrated that
among multiple positivity, triple positivity which is defined as the association of LA, aCL and
at2GPl, irrespective of their isotype, represents the aPL profile associated with the highest

risk of thromboembolic events occurrence and severe pregnancy morbidity (64).

However, triple positivity is also described in asymptomatic “carriers” raising the
dilemma of whether to initiate or not a primary thromboprophylaxis. To better stratify the
thrombotic risk, an appropriate interpretation of aPL positivity has been challenging. To this
end, we performed a retrospective study on 7111 samples to select triple positive patients

presenting or not thrombotic related events. Among them a comparison was made between
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“clinical” and “carrier” patients leading us to propose a score to stratify the thrombotic risk.

This score was then tested in a follow up study performed on triple positive “carriers”.

. Material and methods

1. Patients and study design
In this retrospective study, we analysed over a 2-year period, consecutive venous blood
samples, for LA, IgG/IgM aCL and IgG/IgRIGPI antibodies routine detection. Samples were
sent to immunology and hemostasis hospital laboratories. Reasons for testing were mainly an
autoimmune disorder, recent venous or arterial thrombosis, previous pregnancy morbidity,

pregnancy monitoring, and exploration of prolonged partial thromboplastin time.

7111 samples were tested, corresponding with 6500 patients. Subjects were grouped
according to their laboratory profile. We considered LA positive if at least one of the two tests
performed was positive (PTT-LA and dRVVT), aCl2G4 positive if IgG or IgM isotype test
detection was positive. We obtained 528 patients with a single test positive (208 LA positive,
157 aCL positive and 1632GPI1 positive), 116 patients double positive (33 LAtRGRI
positive, 38 LA & aCL positive, and 45 aCL dB@Rl positive) and 93 triple positive patients

(Fig. 1).

Exclusion criteria were an age younger than 18 years old, or older than 80 years old;

and evidence of no aPL persistence explained by an infection.

7111
Samples
6500
Patients
Total negative Single positive Double positive Triple positive
(n=5763 (n=528 (n=116 (n=93

Fig. 1 Patients selection
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2. Data collection
The following clinical data were retrospectively systematically collected : (i) history of
venous or arterial thromboembolism (such as deep vein thrombosis, pulmonary embolism,
stroke, transient ischemic attack, myocardial infarction); (i) history of obstetrical
complications; (iii) clinical manifestations not included in revised criteria (6); (iv) arterial risk
factors (smoking habit, hypercholesterolemia, high blood pressure, diabetes, obesity, family
history), (v) venous risk factors (combined oral contraceptive, pregnancy, neoplasia,

thrombophilia, family history).

NB: Concerning « family history » we were looking for: history of venous thromboembolism
(VTE) in first-degree relative (parent or sibling); or history of myocardial infarction or sudden
cardiac death in a first-degree relative men younger than 55 years old or in a first-degree
relative women younger than 65 years old; or history of stroke in a first degree relative (parent

or sibling) before 45 years old.

Furthermore, we systematically collected those biological data : (i) persistence of aPL;
(i) persistence of triple positivity; (iii) presence (or absence) of antinuclear antibodies; (iv)
presence (or absence) of anti-DNA; (v) ABO blood group status, considering only “O blood
groups” versus “non-O blood groups”, since it is well established that O blood group status is
a risk factor for thrombosis (75), (vi) platelets, (vii) hemoglobin, with Mean Corpuscular
Volume (MCV) and Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration (MCHC), (viii) white blood

cells and neutrophils, (ix) bilirubin, LDH and haptoglobin, to evaluate a potential hemolysis.

3. Laboratory tests
Lupus anticoagulant (LAC) was determined as recommended by International Society
of Thrombosis and Haemostasis (ISTH) using two clotting times: Partial Thromboplastin Time-
Lupus Anticoagulant (PTT-LA) by STAGO® and diluted Russel Viper Venom Time (dRVVT) by
STAGO®. We calculated the Rosner Index (RI) and we considered positive when Rl > 15. Results

of dRVVT were expressed with a Normalized Ratio (NR) (positive value, > 1.2).

IgG and IgM #GPI were measured with two specific ORGENTEC diagnostika® kits
ELISA using purified B2GPI directly bound to the microwells. The same cut off was set at 8

Ul/mL (76). The assays were performed following the manufacturer’s instructions.
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aCL was determined with two home-made ELISA as previously described (77). The aCL
positivity is concluded if test results are higher than 22 Ul/mL for IgG and 10 UI/mL for IgM

(calculated using the 99percentile of the geometric mean for 100 blood donors).

4. Statistical analysis

Statistical analysis was performed using R software. Continuous variables were
compared by Student’s t test and categorical data by #test or Fisher test. Estimation of
odds ratio for each variable was calculated using univariate logistic regression. Variables with
p-values < 0.20 were considered as candidates for the multivariate analysis. For multivariate
analysis, we considered two or most cardiovaacubkk factors (including high blood pressure,
diabetes, obesity, dyslipidemia, smoking habit, combined oestroprogestative contraceptive
and age older than 45 years old). All tests were two-sided. p<0.05 was retained for

significance.

Il. Results

Over a 2-year period, we selected 93 patients presenting a triple positivity, defined as
the association of LA, IgG and/or IgM aCL, and 1gG and/or 13GR. Among them, 5 patients
were excluded according to criteria as defined in material and methods. As shown in Table 1,

we constituted two groups of patients based on their clinical history.

The first one called “clinical group” is composed by 51 patients (58%) with history of
recurrent superficial thrombosis (n=2) and thromboembolic events or obstetrical
complications as defined by revised criteria of APS (n=49) (6). In the second group of 37
subjects (42%), named “carriers group”, patients have never had such events. Some patients
presented clinical features such as chorea, APS nephropathy, rheumatic mitral valve disease,

migraine headache, or less than 2 early miscarriages.

A comparison between the two groups was performed according to their demographic
and clinical data, but also to their cardiovasculisk factors including high blood pressure,
diabetes, obesity, dyslipidemia, smoking habit, combined cestroprogestative contraceptive

and age older than 45 years old.
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Carriers patients

Clinical patients

p-value (Odds Ratio; Confidence

(No(%)) (No(%)) Interval)
Clinical history
0 0

No 37 (100%) 0 (0%) < 0.0001

Yes 0 (0%) 51 (100%)
Age 48.14y + 15.98 | 46.06 + 14.33 0,5233 (OR 0.99; IC 0.96-1.02
Weight 69.59 + 17.21 | 72.15+ 20.87 0,5651 (OR 1.01; IC 0.98-1.03
BMI 26.08 + 6.49 25.88 £ 6.78 0,9054 (OR 1.00; IC 0.92-1.07
Gender

Men 7(19%) 17(33%) ) i

Women 30(31) 34(67%) 0,1339 (OR 0.47; 1C 0.16-1.24
ABO Blood group status

O blood group 12(40%) 16(38%)

702 (OR 1.08; | 41-2.

Non O blood group 18(60%) 26(62%) 0,8702 (O 08;1C0 83
Cardiovascular risk factor

<2 24(65%) 22(43%) )

ip 13(35%) 29(57%) 0,0440 (OR 2.43; I1C 1.03-5.95
Triple positivity persistence

No 2(7%) 2(5%) ) ) q

Yes 28(93%) 41(95%) 1,0000 (OR 1.46; IC 0.17-12.79)
Autoimmune disease associated

No 17(46%) 30(59%) ) i

Yes 20(54%) 21(41%) 0,2319 (OR 0.60; IC 0.25-1.39
Lupus Erythematosus

No 29(78%) 38(75%) )

Yes 8(2296) 13(25%) 0,6743 (OR 1.24; IC 0.46-3.50
Recent infectious disease

No 22(81%) 33(94%) ]

Yes 5(19%6) 2(6%) 0,2233 (OR 0.27; IC 0.04-1.36
Anti-Nuclear Status

Negative 8(22%) 20(43%) ] i

Positive 28(78%) 27(57%) 0,0522 (OR 0.39; IC 0.14-1.00
Anti-DNA status

Negative 25(78%) 27(82%) ] i

Positive 7(22%) 6(18%) 0,7098 (OR 0.79; IC 0.23-2.70
Anemia

No 30(83%) 41(85%) )

Yes 6(17%) 7(15%) 0,7939 (OR 0.85; IC 0.26-2.90
Thrombopenia

No 22(61%) 37(77%) ]

Yes 14(39%) 11(23%) 0,1131 (OR 0.47; I1C 0.18-1.20
Leucopenia

No 33(92%) 46(96%) ] i

Yes 3(8%) 2(4%) 0,6470 (OR 0.48; IC 0.06-3.04
Neutropenia

No 36(100%) 48(100%) nc
Hemolysis

No 14(61%) 28(70%)

0,4592 (OR 0.67; IC 0.23-1.98
Yes 9(39%) 12(30%) (

Table 1 Characteristics of carriers versus clinical triple positive patients.
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As expected, history of thrombotic event or obstetrical complications was significantly
associated with “clinical group” (p < 0.001). No difference was found between the two groups
in term of age, gender, weight nor BMI, ABO blood group, cell numeration, an association with

an autoimmune disease, hemolysis neither an infection.

We can note that no difference was found concerning the persistence of triple
positivity (Odds Ratio 1.46; Confidence Interval 0.17-12.79). A trend of significance is observed

regarding anti-nuclear status, in favour of the carriers group.

Interestingly, having two or more cardiovascular risk factors was significantly
associated with the “clinical group” (Odds Ratio 2.43, Confidence Interval 1.03-5.95). This
result was confirmed in a multivariate analysis (Odds Ratio 2.93; Confidence Interval 1.13-
7.56).

Regarding the biology and in particular aPL profile, although twenty seven profiles are
possible, fourteen biological profiles were found in our study (Fig. 2). The most prevalent
profile, called “Double-Double” is composed by the association of the two positive LA tests
(with Rl > 15 and NR > 1.2) and double IgG isotype for both aCLt2@&la This double-
double profile, with an Odds Ratio at 3.9 (Confidence Interval 1.43-12.01) is significantly
associated with the “clinical group”, and represents an independent risk factor for thrombosis
or obstetrical complications. This result was confirmed in a multivariate analysis (Odds Ratio
3.59, Confidence Interval 1.23-10.50). No statistical analysis of the others groups were

performed due to low enrolment.

RI+; IgM @2GPI+ ; IgM aCL+ill
RI+; IgG #2GPI+ ; IgG aCLill
RI+; NR+ ; IgGtaGPI+ ; IgG aCL+ ; IgM aCLill
NR+ ; IgM &2GPI+ ; IgG aCL+ ; IgM aCLill
RI+; NR+ ; IgM®&GPI+ ; IgG aCL+ ; IgM aCLIllll
NR+ ; IgG #GPI+ ; IgM 82GPI+ ; IgG aCL+ ; IgM aCLIllll
RI+ ; NR+ ; IgM2GPI+ ; IgM aCL -+
RI+ ; NR+ ; IgGtaGPI+ ; IgM &2GPI+ ; IgM aCL+ I
NR+ ; IgM d2GPI+ ; IgM aCL -+
NR+ ; 1gG #GPI+ ; IgM 82GPI+ ; IgG aCL il
RI+; NR+ ; IgGtaGPI+ ; IgM 82GPI+ ; IgG aCL
NR+ ; 19G 8GPI+ ; 1gG aCL i
RI+; NR+ ; IgGtaGPI+ ; IgM &2GPI+ ; IgG aCL+ ; IgM aClLE
DOUBLE-DOUBLE : RI+; NR+ ; IgGRI+ ; 1gG aCL i —

0 5 10 15 20 25
m Carriers Group (No)m Clinical Group (No)

Fig. 2 Biological profiles of carriers versus clinical triple positive patients.

47



In order to better interpret aPLs positivjtgach test was also individually analysed
(Table 2). We found a significant association of IgRIGP| with carriers patients and a trend
of significance with the clinical group for Rosner Index and IgG aCL, with Odds Ratio at

respectively 2.57 (Cl 0.92-7.55) and at 2.96 (Cl 0.93-10.47).

Carriers patientg Clinical patients )
(No(%)) (No(%)) p-value (OR; CI)

Rosner Index

<15 12(36%) 8(18%) ]

> 15 21(64%) 36(82%) 0,07 (OR 2.57; C1 0.92-7.55
Normalized Ratio

<12 1(3%) 1(2%) ) i

512 35(97%) 50(98%) 1,00 (OR 1.43; CI 0.06-36.94)
IgG at2GPI

<8 Ul/mL 7(19%) 5(10%) )

> 8 Ul/mL 30(81%) 46(90%) 0,2187 (OR 2.15; CI 0.63-7.8b)
IgM at2GPI

<8 Ul/mL 13(35%) 30(59%) )

> 8 Ul/mL 24(65%) 21(41%) 0,0282 (OR 0.38; CI 0.15-0.90)
IgG aCL

<22 Ul/mL 9(24%) 5(10%) ) )

> 22 Ul/mL 28(76%) 46(90%) 0,066 (OR 2.96; CI 0.93-10.417)
IgM aCL

<10 Ul/mL 23(62%) 34(67%)

2 R 0.82; Cl 0.34-2.
> 10 Ul/mL 14(38%) 17(33%) 0,6623 (OR 0.82; C10.34-2.00)

Table 2 aPL tests in carriers versus clinical triple positive patients.

These results conducted us to determine new thresholds, presented in Table 3.

Carriers patientg Clinical patients .
(No(%)) (No(%)) p-value (OR; CI)
ROSNER INDEX
27(82% 25(57%
@7 (82%) (57%) 0,0204 (OR 3,42; Cl 1,23-10,6F)
> 27 6(18%) 19(43%)
Normalized Ratio
29(78% 30(60%
&85 (78%) (60%) 0,054 (OR 2,54; Cl 1,00-6,94
> 1,85 8(22%) 21(41%)
IgG aB2GPI
10(27% 9(18%
GL5,5 Ul/mL (27%) (18%) 0,2911 (OR 1,73; C 0,62-4,89)
>155UlmL|  27(73%) 42(82%)
IgG aCL
14(38% 10(20%
G33,8 Ul/mL (38%) (20%) 0,058 (OR 2,50: Cl 0,97-6,67
>33,8Ul/mY  23(62%) 41(80%)

Table 3 Statistical analysis of new thresholds.
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Interestingly, with values above 27, Rosner Index became an independent risk factor
for thrombosis related events (Odds Ratio 3.42, Confidence Interval 1.23-10.66). This result
was also confirmed by a multivariate analysis (Odds Ratio 3.33, Confidence Interval 1.11-

10.04).

At least, a combination of a Rosner Index > 27; a Normalized Ratio > 1.2, and double
IgG isotype for both aCL and2GPI antibodies was significantly associated with the “clinical
group”, showing that this combination of positive results represented an important risk factor
for thrombosis or obstetrical complications (Odds Ratio 6.31, Confidence Interval 1.58-42.36).
This profile was also identified in a multivariate analysis as an independent and an important
risk factor for thrombosis or obstetrical morbidity (Odds Ratio 6.58, Confidence Interval 1.33-
32.45).

Altogether our data led us to propose a score (Table 4) called “Score of triple aPLs
positive patients” (STAPP) combining clinical data and biological results of aPLs. This score
considered all risk factors highlighted in our study such as, hakiagardiovascular risk
factors, the double-double profile, and a high value of Rosner Index (>27). Like previously
described, all this results were significantly associated with thrombotic events or obstetrical
complications in our study. We assigned to each risk factor the same weighted points since
their t-logistic regression coefficient values (calculated in multivariate analysis) were

substantially equivalent.

STAPP Points
H2 Cardiovascular risk factor

Including : High Blood Pressure, diabetes,
dyslipidemia, obesity, smoking habit, 1
Combined Oestroprogestative
Contraceptive, age > 45 years old

Double-Double profile

U)

Combination of Rosner Index positive, 1

Normalized Ratio positive, Double 1gG

isotype for aCL andt2GPI antibodies
Rosner Index > 27 1

Table 4 “Score of triple antiphospholipid positive patients” (STAPP)
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The STAPP mean values were respectively 1.44 (+ 0.97) and 0.72 (x 0.89) in “clinical”
group and in “carriers” group, with an expected significance at p=0.0014. For STAPP values
above 2, we obtained specificity at 84%, a positive predictive value at 82%, and an odds ratio

at 5.65 (Confidence Interval 1.84-17.29).

To test the STPR, follow up of 2 years was performed on 22 triple positive carriers.
The mean Score at inclusion was 0.86 (+/-0.94) with a repartition as presented in Fig. 3,

indicating that two patients presented the highest score at 3.

SCORE AT INCLUSION

0 2 4 6 8 10
No OF PATIENTS

Fig. 3 Distribution of STAPP of followed up patients at inclusion.

New clinical events, particularly thrombotic or obstetrical complications were
reported. Among the 22 patients only a woman experienced a transient ischemic attack,
occurring 1.35 year after laboratory test inclusion. At inclusion, her STAPP was calculated at
3. This patient presented triple positivity persistence, two cardiovascular risk factors (age
older than 45 years old and smoking habit), the double-double profile, and a high value of
Rosner Index (> 27). At this event, an oral anticoagulant prophylaxis with vitamin K antagonist

(VKA) has been proposed.

V. Discussion

Nowadays interpretation of aPL positivity represents an important challenge. The aPL
positivity, and in particular aPL triple positivity confers the higher risk for both thrombosis and
pregnancy morbidity. The quantification of such a risk may constitute a help for the clinicians

to tailor the treatment.
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We showed that among the triple positive patients, a combination of double 1gG
isotype for both aCL andtaGPI antibodies, a Normalized Ratio > 1.2 and a Rosner Index > 27
represents an important risk factor of thrombosis or obstetrical complications with an Odds
Ratio higher than 6. Altogether these results led us to propose the STAPP, a Score of triple

antiphospholipid positive patients.

To design our study, 7111 samples were retrospectively analysed to select triple
positive patients. Among the 88 selected patients, we showed that 42% of triple positive
patients have never experienced thrombotic events or obstetrical complications. To the best
of our knowledge, such a proportion of “cams” has never been described. This may be due
to a large subject’s recruitment from various medical specialities. Anyway, this percentage
highlights the high prevalence of aPL “carriers” and the need to anticipate the clinical risk in

this group of patients.

Pengo et al. have improved the specificity of laboratory results by considering
biological profile of patients. He demonstrated that triple positivity of aPLs tests remains the
antibody profile with the highest thrombotic risk (64). In the same way and more precisely,
we showed that the profile composed by IgG aCL, It#&RI and LA positivity according to
two tests (PTT-LA expressed with Rosner Index, dRVVT expressed with normalized ratio) and
called double-double profile displays a higher risk. Our study agrees also with the fact that IgG
isotype is the isotype mainly correlated with clinical events (78, 79). Interestingly, no
difference was observed between the two groups of triple positive patients, “clinical” and
“carriers”, according to the persistence of aPLs. In agreement with Pengo et al. (65), we
observed that triple positivity is persistent in almost all cases (95%), also making us think that,
in triple positive patients, an aPLs persistence confirmation at least twelve weeks apart is not
necessary (80). However, triple positivity persistence does not appear to be a risk factor for

thrombosis.

In addition, we evidenced that triple positive patients presenting at least two
cardiovascular risk factors (including high blood pressure, diabetes, obesity, dyslipidemia,
smoking habit, combined oestroprogestative contraceptive and age older than 45 years old)
have an increased risk for thrombosis or obstetrical complications. Several studies
demonstrated that cardiovascular risk factors increase the thrombotic risk in aPLs carriers,

particularly an age older than 45 years old (64), hypertension (81-83), hypercholesterolemia
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(71, 83), smoking (82). Patients with multiple risk factors are closely monitored in high-risk
situations such as surgery, pregnancy, and prolonged immobilization. In the same way, women
with multiple thrombosis risk are strongly advised to avoid combined oral contraceptive or
hormonal replacement therapy. We conclude with our study that consideration of clinical data

with biological results remains critical.

To get further in aPL interpretation, each aPLs antibody test (PTT-LA, dRVVT, ELISAs for

IgG and IgM aCL antibody detection, and ELISAs for IgG and2@W®laantibody detection)

was analysed. Further studies are required to better interpret the significance of positivity for
IgM isotype of @2GPI in carriers patients. Interestingly, we showed that a Rosner Index
established at the threshold at 27 represents an independent and increased risk for
thromboembolism events or obstetrical complications. This result is consistent with data from
the literature since LA is the conventional marker most correlated to the clinic of APS (30).
However, dRVVT is described as the most specific, sensitive and robust test to detect lupus
anticoagulant (84). Although studies are necessary to confirm ours results, we can hypothesize

that in triple aPLs positive patients, the Rosner Index displays a very interesting asset.

Moreover, a combination of Rosner Index higher than 27 with the double-double
profile reached the main Odds Ratio of our study, with a value greater than 6. This is a high
value compared with those observed in literature considering all antiphospholipid carrier
patients, irrespective of their profiles (66, 71, 85-88). Even in high risk population of triple
positive patients, Pengo et al. calculated lower odds ratio for male gender (OR 4.4) and

cardiovascular risk factors associated (OR 3.3) (66).

The consideration of all these results led us to propose the Score of Triple
Antiphospholipid Positive Patients (STAPP). Two scores have already been proposed: the
Antiphospholipid Score (68) and the Global APS Score (GAPPS) (69, 71). Only the GAPSS
includes clinical data (hyperlipidemia and arterial hypertension) and aPLs specificities
(IgG/IgM aCL; 1gG/IgMtaGPI; LA; IgG/IgM anti-prothrombin/phosphatidylserine complex)

(71). The originality of STAPP is that it constitutes the first proposal to manage the triple
positive patients. STAPP also associates clinical data and aPL results, and its advantage is that
it includes aPL routinely tested. Therefore STAPP is easy to elaborate. In addition, STAPP was
tested in a follow up study showing that the only one patient, who had a thrombotic event,

had a maximal score (3/3).
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To conclude, we evidenced that among triple aPLs patients, having two or more
cardiovascular risk factors, a double-double profile and a high Rosner Index represents an
increased risk for thrombosis related events. We demonstrated that the risk profile of triple
aPLs patients can be assessed by STAPP whitie @alculated in routine practice. Although
prospective studies are now necessary to validate this score, STAPP could help clinicians to

stratify the clinical risk of triple-positive patients and possibly initiate a primary prophylaxis.
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Abstract

Objectives: To assess risk factors for thrombotic events or obstetrical
complications in a targeted cohort of triple positive patients for
antiphospholipid tests, a novel score is proposed to better stratify this
clinical risk and a short follow up was performed.

Methods: Recruitment criteria were an age ranged between 18-80 years
old and triple positivity for aPLs tests, namely lupus anticoagulant;
IgG/IgM anti-beta-2-glycoprotein | antibody (aB2GPI) and IgG/IgM anti-
cardiolipin antibody (aCL). Demographic, laboratory and clinical data
were retrospectively collected.

Results:Over a 2-year period, 88 subjects were selected and formed two
groups according to their clinical status: clinical group and carriers group.
A high prevalence of triple positive carriers is highlighted; moreover,
having two or more cardiovascular risk factors is an independent risk
factor for clinical events. We also evidenced that the double-double
profile (which associate double IgG isotype for both aCL and aB2GPI,
normalized ratio > 1.2 and Rosner Index > 15) and a Rosner index above
27 are also independent risk factors, and the combination of a high
Rosner Index (value exceeding 27) and double-double profile is an
important and an independent risk factor for thrombosis or obstetrical
complications. All these results led us to propose the Score for Triple
Antiphospholipid Positive Patients (STAPP) considering clinical and
laboratory data significantly associated with clinical events.

Conclusionsinterpretation of aPLs triple positivity needs consideration

of clinical and laboratory data. The use of our score, the STAPP, may help
clinicians to stratify the clinical risk and initiate or not a primary
prophylaxis.
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