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INTRODUCTION

Le syndrome des antiphospholipides (SAPL) est une maladie auto-immune systémique,
préedominant chez la femme jeune et se présentant sous forme primaire ou secondaire. C’est
une entité clinico-biologique, caractérisée a la fois par des criteres cliniques et des criteres
biologiques.

Les critéres cliniques sont représentés par des événements thromboemboliques veineux ou
artériels et/ou des manifestations obstétricales, mais d’autres manifestations, non incluses
dans la classification, sont observées. Les criteres biologiques reposent sur la persistance
d’anticorps antiphospholipides. Cette famille d’anticorps est trés hétérogene. Il en existe de
nombreux types, dont seulement trois font partie de la classification : les anticardiolipines, les
anticorps anti-béta2-glycoprotéine-l et le lupus anticoagulant, aussi appelé anticoagulant
circulant de type lupique.

Le diagnostic biologique reste, a ce jour, une démarche complexe. Pourtant, il est au coeur du
diagnostic du syndrome des antiphospholipides et sa bonne interprétation est capitale, afin

d’assurer la meilleure prise en charge du patient.

Dans ce travail, nous nous intéresserons dans un premier temps au syndrome des
antiphospholipides, de sa physiopathologie au traitement, en précisant plus particuliérement
son diagnostic.

Notre étude portera par la suite sur 1’évaluation du réactif Silica Clotting Time dans le
diagnostic du syndrome des antiphospholipides, a travers une comparaison avec les méthodes
actuelles de diagnostic du lupus anticoagulant disponibles au laboratoire, tout en confrontant

les résultats aux événements cliniques et au diagnostic immunologie.



PREMIERE PARTIE :

SYNDROME DES ANTIPHOSPHOLIPIDES




. HISTORIQUE

Dans les années 1940, I’école de médecine de 1’université de Californie rapporte le cas d’un
jeune homme présentant une affection mortelle associant thrombopénie modérée et temps de
coagulation prolongés avec hémorragies et thromboses périphériques et intracraniennes. Bien
que I’allongement des temps de coagulation fat attribué a la thrombopénie et que les tests
disponibles a I’époque ne démontrérent pas un inhibiteur de la coagulation, cette description
est considérée comme le premier cas de lupus anticoagulant décrit.*

Dans les années 1950, un allongement des temps de coagulation fut a nouveau décrit chez un
jeune homme atteint de saignements anormaux, d’arthralgies et de thrombose veineuse de la
jambe. L’autopsie montra des saignements des tissus, des infarctus cérébraux et des signes
rénaux évoquant un lupus érythémateux systémique (LES).2 Moore et al. décrivent chez des
patients souffrant de LES, une sérologie faussement positive a la syphilis, un test basé sur la
détection d’anticorps contre des phospholipides (PL) extraits de cceur de beeuf appelés
cardiolipine®. Dans le méme temps, plusieurs équipes mettent en évidence la présence d’une
activité plasmatique anticoagulante, qu’ils dénomment « anticoagulant circulant » chez des
patients lupiques avec des sérologies faussement positives a la syphilis: le concept de
pathologie immune est alors évoqué.*®

Dans les années 1960, Bowie et al® démontrent que ce phénomeéne d’anticoagulation in-vitro
dans le LES est plus associé a des événements thrombotiques qu’a des événements
hémorragiques : la présence de cet anticoagulant circulant fut rapportée chez huit patients sur
onze atteints de LES, dont trois souffraient de thromboses veineuses profondes et un d’ulcéres
ischémiques des jambes et de livedo reticularis.

Le terme de lupus anticoagulant (LA) fut introduit par Feinstein’ en 1972 pour décrire un
inhibiteur de la coagulation retrouvé chez les patients avec un LES. D’autres recherches
mirent en évidence que cet inhibiteur était dirigé contre les PL.8

En 1975, Nilson et al® publient un case-report d’une jeune femme présentant des fausses-
couches a répétition chez laquelle un anticoagulant circulant fut retrouvé. D’autres
complications obstétricales associées a un LA furent a nouveau décrites chez d’autres
femmes, quelques années plus tard. 1%

Au méme moment, Manoharan et al'? présentent des cas d’association de LA et de

thromboses veineuses récurrentes en 1’absence de LES ou autres connectivites.



Bien que la relation entre thromboses et présence de ce phénoméne d’anticoagulation in-vitro
soit déja décrite dans les années 60, il faut attendre 1980 pour que cette association entre LA
et thromboses soit largement reconnue®2,

En 1983, Hughes et al'* proposent I’appellation « syndrome des anticardiolipines » pour
I’association de thromboses inexpliquées, pertes foetales répétées, affection cérébrale et
anticoagulant lupique positif, quel que soit le contexte pathologique, qui sera par la suite
renommé en « syndrome des antiphospholipides »°.

Au méme moment, des cas d’épisodes vaso-occlusifs multi-organes aigus et graves associés a
des tests positifs sont recensés, ce sont les premiéres descriptions du « syndrome
catastrophique des antiphospholipides ».

La présence de faux-positifs des tests de syphilis conduit a 1’établissement d’une association
entre anticorps anticardiolipines et thromboses et au développement d’un test immunologique
a la recherche d’anticorps anti-cardiolipines?®.

En 1986 est décrit pour la premiere fois le temps de venin de vipére Russell dilué (dRVVT),
qui s’avére étre un test simple, reproductible, sensible et relativement spécifique dans la
détection des LA.Y’

Dans les années 1990, trois rapports améliorent considérablement la compréhension de la
nature des anticorps antiphospholipides, en confirmant que la B2-glycoprotéine, membre de la
famille du contrdle du complément, est une cible des anticorps plutét que les PL81920,

Ce n’est qu’en 1999 qu’une réunion de consensus international a formulé des critéres de

classification?t, réévalués en 2006%2.

La nature complexe des aPL et leur importance ont été mises en évidence au cours des
découvertes de ces dernieres années et nos connaissances des mécanismes
physiopathologiques ont connu une avancée considérable. Cependant, le syndrome des
antiphospholipides reste encore aujourd’hui énigmatique. Les futurs challenges reposent sur
une meilleure compréhension de la physiopathologie et une meilleure approche diagnostic,
avec la mise au point de tests biologiques plus prédictifs du risque thrombotique, et

thérapeutique.
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FIGURE 1 DATES CLES DANS L'HISTOIRE DU SAPL?

II. DEFINITION

Le syndrome des antiphospholipides (SAPL) est une maladie auto-immune de définition
clinico-biologique.

Les criteres préliminaires de la classification internationale, dits critéres de Sapporo, ont été
proposés par Wilson et al. en 19992, Ils ont ensuite été révisés par Miyakis et al. suite au
congrés de Sydney en 20062,

La classification est divisée en critéres cliniques et critéres biologiques : le SAPL est défini
par I’association d’au moins un critére clinique et un critére biologique mis en évidence a

deux reprises, a au moins 12 semaines d’intervalle.

Les criteres cliniques sont des thromboses (artérielles, veineuses ou microcirculatoires dans
n’importe quel tissu ou organe et objectivées par un examen d’imagerie de référence ou
d’examen pathologique) ou des manifestations obstétricales : une ou plusieurs morts feetales
inexpliquées a partir de la 10° semaine de gestation d’un feetus avec développement
morphologique normal documenté par échographie ou examen direct, une ou plusieurs
naissances prématurées d’un feetus morphologiquement normal avant la 34° semaine de
gestation pour cause d’éclampsie, de pré-éclampsie sévere ou d’insuffisance placentaire, ou
au moins trois avortements spontanés consécutifs avant la 10° semaine de gestation avec
exclusions d’autres causes anatomiques ou hormonales maternelles ou chromosomiques

maternelles ou paternelles.
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Les critéres biologiques sont la mise en évidence d’anticorps antiphospholipides (aPL)
persistants : présence d’un lupus anticoagulant ou des anticorps anticardiolipines (aCL)
d’isotype IgG et/ou IgM ou des anticorps anti-f2 glycoprotéine-1 (B2GPI) d’isotype IgG et/ou
IgM.

Antiphospholipid antibody syondrome (APS) is present if at keast one of the cinical critena and one of the laboratory cotena that follow are met*
Clinical criteria
1. Vascular thrombosis®
One or more clinical spisodss® of arterial, venous, or small vessel thrombosis®, in any tissze or organ. Thrombosiz must be confirmed by objective
validated criteriz (1.e. un=quivocal findings of appropriate maging studies or histopatheology). For histopathologic confirmation, thrombosis should
be present without sigmificant evidence of iInflammation in the vessel wall.
1. Pregnancy morkadity

(a) Ome or more unexplained deaths of a morphologically normal fetus at or bevond the 10th week of gestation, with normal fetal morphology
documented by ultrasound or by direct examination of the fotus, or

(b) One or mors premature barths of 2 morphologmcally normal neonate before the 34th week of gestation becanse of: (1) aclampsia or severs pre-
eclampsia defined according to standard definitions [11], or (1) recognized features of placental insufficiency”, or

(c) Three or mors unexplained consecutive spontansous abortions befors the 10th week of gestation, with maternal anatomic or hormonal
abnormaliti=s and paternal and maternal chromosomal canses excluded.
In studies of populations of patiznts who have more than one type of pregnancy morbidity, investigators are strongly encouraged to stratify groups
of subjects according to a, b, or c above.
Laboratory criteria®#
1. Lupus anticoagulant (LA) present in plasma, on two or more oocasions at least 12 weeks apart, detected according to the suidelmes of the
International Socisty on Thrombosis and Hasmostasis (Scientific Subcommmttes on LAs phospholipid-depend=nt antibodies) [82.83)].
2. Anticardiclipin (aCL) antibody of Igls and 'or IgM isotype in serum or plasma, present in medium or high titer (12, =40 GPL or MPL, or =the
9%th percentils), on two or mors occasions, at least 12 weeks apart, measured by 2 standardized ELISA [100,129,130].
3. Anti-fi. glycoprotein-I antibody of Ig and 'or IeM isotype in serum or plasma (in titer > the $9th percentile), pressnt on two or mors accasions,
at least 12 weeks apart, measured by a standardized ELISA, according to recommended procedures [112].

#*(lassification of APS should be avoided if less than 12 weeks or more than 5 years separate the positive 2PL test and the clinical manifastation
*Coexisting inherited or acquired factors for thrombosis ar= not reasons for excluding patisnts from APS trials. Howsver, two subgroups of APS
pati=nts should be recognized, according to: {a) the presence, and (b) the absence of additional risk factors for thrombosis. Indicative (but not
cxhaunstive) such cases inclode: age (55 In men, and =65 in women), and the presence of any of the established nsk factors for cardiovascular
disease (hypertension, diabetes melbitus, el=vated LDL or low HDL cholestercl, cigarstt= smolang, farmly history of premature cardiovascular
diszase, body mass index 230 kg m™, microelbuminuriz, sstimated GFR =< &0 mL min™"), inherited thrombophilias, oral contraceptives, nephrotic
syodrome, malignancy, immobilization, and surgery. Thus, patients who fulfil cotena should be strasified according to contribubing causes of
thrombosis. “A thrombotic spisods in the past could be considersd =s 2 clinical criterion, providsd that thrombosis is proved by spproprats
dizgnostic means and that no altereative diagnosis or cause of thrombosis is found. *Superficial venous thrombosis is not included in the clinical
criteria. "Generally accepted features of placental insufficiency include: (1) abnormal or non-reassuring fetal surveillance test(s), =g a non-reactive
non-stress test, suggestive of fatal hypoxemia, (i) abnormal Doppler flow velocimetry waveform analysis suggestive of fetal hypoxemia, =g absent
cnd-diastolic flow In the umbilical artery, (1) ohigohvdrammios, c.g. an ammiotc fluid index of 5 cm or less, or (1%) 2 postnatal birth weight less than
the 10th percentile for the gestational age. **Investigators are= strongly advised to classify APS patients in studies into one of the following
categories: I, more than on= laboratory criteria present (any combination); Ila, LA present alome; ITh, aCT antibody pres=nt alone; Ic, anti-f
glycoprotzin-I antibody present alone.

FIGURE 2 CRITERES DE CLASSIFICATION REVISES DU SYNDROME DES ANTIPHOSPHOLIPIDES (CRITERES DE
SYDNEY)?!®

Cette classification n’est pas a prendre en compte si moins de 12 semaines ou plus de 5 ans

séparent la présence d’aPL et les manifestations cliniques.

La présence de facteurs de risque de thromboses, comme entre autres I’hypertension, le
diabéte, les dyslipidémies, le tabac, 1’obésité (listés dans la figure 2) doit étre prise en compte
et les patients sont stratifiés en deux groupes: (a) présence ou (b) absence de risques

additionnels (héréditaires ou acquis) de thromboses. La coexistence d’autres facteurs de
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risque n’est pas un critére d’exclusion du diagnostic, au contraire elle représente une probable

augmentation du risque de thromboses?.

Une sous-classification en 4 sous-types est proposée en fonction du nombre et du type de
marqueurs biologiques présents, confirmés au moins deux fois a 12 semaines ou plus
d’intervalle. Celle-ci a pour but de promouvoir des études cliniques sur des cohortes de

patients présentant un profil homogeéne.

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 lIb : présence dun aCL isolé

Type lic : présence d'un d anti-B2GPI isolé

FIGURE 3 SOUS-CLASSIFICATION PROPOSEE

Le SAPL est dit primaire s’il est isolé, c'est-a-dire sans aucune autre maladie sous-jacente ou
anomalies cliniques ou biologiques particulieres, et secondaire s’il est associ¢ a un lupus
systémique ou une autre maladie systémique auto-immune. Cette notion de SAPL primaire et
secondaire est cependant remise en cause. En effet, aucune conséquence clinique différente

n’a été observée dans ces deux catégories®>.

La difficulté de cette classification est d’exclure les nombreux symptdmes cliniques associés
au syndrome, au fil des années, sans preuves cliniques ou expérimentales suffisantes, comme
la thrombopénie, 1’anémie hémolytique, le livedo reticularis, les atteintes cardiaques, les

chorées ou encore les migraines. Ils ne font, a ce jour, pas partie des critéres de classification.
Le terme de « syndrome des antiphospholipides séronégatifs » (SN-APS) a été proposé par

Hughes?. 11 est défini par la présence d’un ou plusieurs critéres cliniques en I’absence de

critére biologique, vérifié a plusieurs reprises.
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[11. PHYSIOPATHOLOGIE

1) Les phospholipides

Les lipides, molécules essentielles a la vie, existent en trés grand nombre, ce qui a mené a les
séparer en deux grandes classes: les lipides simples et les lipides complexes. Les PL
appartiennent a la classe des lipides complexes, ils possédent un groupement phosphate. Deux

types de PL sont décrits : les glycérophospholipides et les phosphosphingolipides.

Les glycérophospholipides sont formés d’un glycérol, de deux acides gras, d’un phosphate et
d’un alcool tels que la phosphatidyléthanolamine, la phosphatidylsérine, ou encore la
phosphatidylcholine. Dans les phosphosphingolipides, le glycérol est remplacé par la
sphingosine.

Les PL sont les principaux constituants des membranes cellulaires, ce sont des hétérolipides
amphiphiles, ce qui signifie qu’ils présentent une téte hydrophile (groupement phosphate) et
une queue hydrophobe (acides gras non polaires). Cette propriété leur permet de s’organiser

en bicouche lipidique ou viennent s’insérer protéines, glucides et cholestérol.

Glycolipide Oligosaccharide
Protéine
Protéin Intrinseque
rotéine

intrinseque

Hélice
hydrophobe

Phospholipide

Protéine
extrinseque

FIGURE 4 STRUCTURE DE LA MEMBRANE PLASMIQUE

Le cardiolipide (ou diphosphatidylglycérol) ou cardiolipine (terme anglais) est un
glycérophospholipide anionique présent a la surface de la membrane interne des
mitochondries, mais absent des membranes des plaquettes et des cellules endothéliales, et a
I’état de traces au niveau plasmatique. Son nom provient de sa premiere description dans les

mitochondries des cellules cardiaques. 1l a de nombreux réles tels que I’imperméabilité de la
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membrane interne, le métabolisme oxydatif, I’importation du cholestérol pour la synthése des

stéroides dans la mitochondrie, le transport d’électrons, le passage de protéines...

La B2GPI (anciennement appelé apolipoprotéine H) est une protéine sérique, synthétisée par
le foie, constituée de 326 acides-aminés et separée en cinq domaines de I a V du N au C-
terminal, circulant en grande concentration dans le plasma (150-300 pg/mL), sous forme libre
(environ deux tiers) ou sous forme associée aux lipoprotéines (environ un tiers). Elle présente
une forte affinité pour les molécules chargées négativement comme 1’ADN, I’héparine et les
PL anioniques. Elle appartient a la superfamille des protéines régulatrices du complément,
mais ses effets physiologiques restent encore méconnus. En effet, bien que la B2GPI possede
des propriétés procoagulantes (inhibition de la génération de thrombine, de 1’activation des
facteurs X, XI, XII, de I’activation plaquettaire...) et anticoagulantes (inhibition de
I’activation des protéines C et S...) in vitro, son déficit n’entraine pas de phénotype
particulier?’. D’autres fonctions ont été décrites, comme ses actions anti-angiogéniques?® et
anti-apoptotiques 2. Elle présente deux conformations différentes: une forme circulaire
circulante native et une forme ouverte liée aux PL anioniques via le domaine V. Sous sa
forme ouverte, la B2GPI expose ses épitopes du domaine | (comprenant Gly40 et Arg43)3,

trés antigeniques, permettant aux anti-B2GPI de se lier.

Closed conformation Open conformation
Antibody-binding site
Dg, Dg, Rag, G, R43

Antibodies
Anionic phospholipids
LPS
v T 2 i
Ant e T : ~ LPS-binding site v
ntibody-binding site | \ P_ho_spho!xpld— Ag1aFWKTDAgz0 ’
binding site
LPS-binding site Phospholipid-binding site

KogoNKEKK g7

FIGURE 5 CONFORMATION DE LA B2GPI*

La phosphatidyléthanolamine est un PL neutre constitutif des membranes biologiques,

principalement localisée sur le versant intracellulaire des membranes intactes.
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Les PL jouent aussi un réle majeur dans la cascade de la coagulation. Lors de I’activation
plaquettaire, les PL plaquettaires sont a I’origine de la synthése de thromboxane A2, puissant
inducteur de 1’agrégation plaquettaire, par libération du contenu des granules. Une fois
activée, la plaquette expose ces PL membranaires, dont le facteur 3 plaquettaire, auxquels les
facteurs de la coagulation peuvent se fixer. Ainsi, les PL constituent une surface catalytique

pour I’activation des facteurs de la coagulation.

2) Les antiphospholipides

Malgré une association démontrée entre aPL, thromboses et complications obstétricales, la
physiopathologie du SAPL reste encore aujourd’hui peu connue.

Les aPL regroupent une famille tres hétérogéne d’anticorps circulants qui reconnaissent
comme antigene soit directement les PL, soit les protéines se liant sur les PL, aussi appelées
cofacteurs. Parmi elles, il faut citer la B2GPI, la prothrombine, les protéines C et S,
I’annexine V et le facteur XII.

Ces anticorps ne sont pas spécifiques du SAPL mais peuvent étre rencontrés dans de
nombreuses autres situations pathologiques telles que des infections diverses (par exemple, la
syphilis, la Iepre, les hépatites virales, 1’infection par le VIH ou I’EBV), certains traitements
médicamenteux  (principalement chlorpromazine, bétabloquants, quinidiniques ou
interférons), des néoplasies (hémopathies malignes et tumeurs solides), des maladies
inflammatoires du tube digestif. Dans ces situations, ces aPL sont généralement transitoires et

ne prédisposent pas a un risque thrombotique.

En plus d’étre caractérisés par leur grande hétérogenéité, les aPL présentent une autre
particularité, qui se traduit par un allongement des temps de coagulation in-vitro. Plusieurs
dénominations existent, les termes de lupus anticoagulant (terme retenu par les experts
internationaux en anglais) ou bien d’anticoagulant circulant (ACC) de type lupique sont
couramment proposes. Ce sont des auto-anticorps hétérogeénes, incluant 1’anti-B2GPl,
I’antiprothrombine (aPT) ou d’autres aPL, caractérisés par leur action anticoagulante in-vitro,
c'est-a-dire leur capacité a allonger les temps de coagulation phospholipides-dépendants®:.
Mais, bien qu’ayant une activité anticoagulante in-vitro, ils sont paradoxalement responsables

de phénomeénes thrombotiques in-vivo. Le terme de « lupus anticoagulant » n’est donc pas
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totalement exact, mais il dérive, historiquement, de la présence fréquente des LA dans le LES,
bien que cette association soit reconnue aujourd’hui comme inconstante et non spécifique.
Ces aPL entrent en compétition avec les facteurs Xa et Va pour leur fixation aux PL
nécessaires a la formation du complexe prothrombinase, entrainant une baisse de la génération
de thrombine et donc un allongement des temps de coagulation in-vitro.

A contrario, les aPT peuvent étre responsables d’un risque hémorragique, notamment chez
I’enfant aprés une infection, en provoquant une hypoprothrombinémie en augmentant la

clairance du facteur Il ou prothrombine.

Le diagnostic biologique repose sur la mise en évidence répétée d’au moins un critére
biologique : le LA, les aCL ou les anti-B2GPI. Mais le risque thrombotique differe en
fonction des différents profils d’aPL. Cela indique des processus pathogéniques différents,
avec, tres probablement, des conséquences cliniques différentes. De plus, le risque de récidive
thrombotique des patients est largement dépendant de leur profil d’aPL. En conséguence, la
découverte des meilleurs marqueurs prédictifs du risque thrombotique est 1’un des principaux

enjeux des recherches concernant le SAPL.

Les aPL isolés sont considérés comme étant associés a un faible risque de thromboses.

Bien qu’une revue de littérature de Galli et al. edt montré que la présence d’un LA était a
risque plus fort de thromboses que la présence d’aCL3*, I’analyse n’avait pas pris en compte
la présence isolée d’un LA. Par la suite, des études ultérieures ont révélé que le LA isolé
n’était pas associé¢ a des thromboses® ou a des manifestations cliniques du SAPL%*. Ces
conclusions ont été confirmées lors d’une étude cas-témoin, ou la présence d’un LA en
I’absence d’anti-B2GPI ou d’aPT n’était pas associée a un risque plus fort de thromboses
veineuses profondes® et lors d’une étude prospective ou les individus avec un LA sans anti-
B2GPI présentaient un risque faible de thromboses®. Ces LA indépendants des anti-B2GPI
montrent 1’existence de différents processus et trés probablement de conseéquences cliniques
différentes.

Concernant les aCL isolés, il n’a pas été trouvé d’association entre les événements
thromboemboliques et la présence d’aCL a titre moyen ou élevé®®, et de méme, la présence
isolée d’anti-B2GPI n’est pas non plus associée aux thromboses.

Pour les aPT, bien que leurs effets thrombotiques aient été observés in-vitro et dans des
modeéles animaux, une association claire entre aPT et thromboses n’a pas été mise en

évidence®.

16



Les anticorps dirigés contre le complexe phosphatidylsérine/prothrombine sont associés a la
présence d’un LA, ainsi qu’a la survenue d’événements thromboemboliques®®, avec une
meilleure corrélation avec le risque thrombotique que les aPT*!.

D’autres anticorps sont étudiés comme les anticorps anti-phosphatidyléthanolamines (aPE) ou

encore anti-annexines A2 et A5.

En revanche, les profils dit « triples positifs », définis par 1’association d’un LA et de titres
élevés en aCL et en anti-B2GPI, sont les profils les plus associés aux événements cliniques
thrombotiques et obstétricaux et les plus exposés aux risques de récidive*?. En effet, une étude
rétrospective sur plus de 600 patients montre que la triple positivité est associee a un risque
thrombotique majeur (OR = 33.3) comparée a la positivité du LA (OR = 4.4), des anti-B2GPI
IgG et/ou IgM (OR = 2.9) ou aCL IgG et/ou IgM (OR = 1.2 NS)®. Ils sont, par exemple, plus
a risque que les profils avec deux tests immunologiques positifs, dits « doubles positifs ».43
Les triples positifs dériveraient d’un unique anticorps anti-B2GPI, qui serait capable d’induire
une positivité des trois tests lorsqu’il est mélangé a un plasma normal. Cet anti-B2GPI avec
une activité LA est dirigé contre le domaine | de la B2GPI et serait donc responsable des
complications thromboemboliques du SAPL, et associé a un risque plus important de
thromboses **. 1l a aussi ét¢é mis en évidence que les patients triples positifs sans
manifestations cliniques de SAPL jusque-la sont plus a risque de développer un événement
thrombotique au cours de leur évolution (risque moyen annuel d’événements
thromboemboliques de 5.3% chez les sujets triples positifs contre 1.36% chez les sujets avec

une simple positivité)*.

La répétition des examens a 12 semaines est nécessaire car la positivité initiale n’est pas
toujours confirmée. Ceci peut étre dii a la présence d’anticorps transitoires ou bien d’un
diagnostic incorrect au laboratoire lors du premier examen. Récemment, il a été montré que
pour un profil triple positif ou bien un profil avec la présence de deux anticorps de méme
isotype, le résultat était confirmé a 12 semaines dans la majorité des cas (98% des triples
positifs, et 84% des doubles positifs). Au contraire, lorsqu’un seul test est positif initialement,

le résultat est confirmé dans seulement 40% des cas*®.

Outre le profil des aPL, des scores cliniques ont été développés, afin de mieux identifier
individuellement les patients a risques thrombotiques et/ou obstétricaux, comme le score

antiphospholipides (aPL-S)*" ou le global anti-phospholipide syndrome score (GAPSS)*.
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L’élaboration du score aPL-S fut le premier travail a quantifier les risques de thromboses en
fonction des profils d’aPL. Celui-ci prend seulement en compte des critéres biologiques
(TCA, KCT, dRVVT, aCL IgG/IgM, anti-B2GPI I1gG/IgM, anti-PS/PT 1gG/IgM). Il a été
établi a partir d’une population de patients avec des pathologies auto-immunes systémiques.
Le score est calculé par la somme des points de chaque test positif, et permet de prédire le
risque de survenue d’événements thrombotiques, avec une augmentation du risque corrélée a
I’augmentation du score. Un score supérieur a 30 semble étre un facteur de risque indépendant
de thrombose (Hazard Ratio 3.144 [95% CI 1.383-7.150], P = 0.006).

Sensitivity, Specificity, aPL
Test Cutoff % % OR (95% CI) score
APTT mixing =40 sec. 39.1 80.3 5.36(2.53-11.4) 5
Confirmation test, ratio =13 19.6 05.2 4.81 (1.79-12.9) 2
=11 30.4 90.9 4.38 (1.96-9.76) 1
KCT mixing =20 sec. 45.6 88.8 6.64 (3.17-13.9) 8
dRVVT mixing =45 sec. 28.2 90.9 3.93 (1.74-8.88) -
Confirmation test, ratio =13 17.4 04.7 3.72(1.38-10.1) 2
=11 283 90.4 3.7(1.65-8.27) 1
IgG aCL, GPL
High titers =30 15.2 08.4 11 (2.72-44.5) 20
Medium/low titers =185 19.5 04.6 4.31 (1.63-11.3) -
IgM aCL, MPL =7 6.52 96.3 1.79 (0.45-7.22) 2
IgG anti-B,GPL, units
High titers =15 239 08.4 19.3 (5.11-72.7) 20
Medium/low titers =22 30.4 925 3.4(2.35-124) 6
IgM anti-2,GPL units =6 8.7 014 1.02 (0.32-3.20) 1
IgG anti-PS/PT, units
High titers =10 19.6 97.8 11.1(3.25-38.1) 20
Medium/low titers =2 283 95.7 8.81(3.39-22.9) 13
IgM anti-PS/PT, units =02 6.52 08.9 6.45 (1.05-39.8) 8

FIGURE 6 LE SCORE ANTIPHOSPHOLIPIDE (APL-S)4’

Le GAPSS, quant a lui, inclut a la fois des données cliniques (hyperlipidémies et hypertension
arterielle) et biologiques (aCL 1gG/IgM, anti-B2GPI 1gG/IgM, anti-PS/PT IgG/IgM et LA). Il
a éte initialement développé pour prédire a la fois les risques thrombotiques et obstétricaux
dans une cohorte de patients lupiques et il a ensuite été validé dans le SAPL primaire®. Le
score varie de 0 a 22 points, et un score supérieur a 16 semble étre un bon marqueur prédictif
d’événements thrombotiques. En revanche, il doit encore étre validé chez les patients

asymptomatiques avec des aPL.
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p-coefficient GAPSS*®

Hyperlipidaemia 1.73 3
Arterial hypertension 0.54 1
aCL lgG/IgM 2.63 5
Anti-p2GPI 1gG/IgM 2.02 4
aPS/PT 1gG/lgM 1.78 3
LA 2.35 4

FIGURE 7 LE GLOBAL ANTI-PHOSPHOLIPIDE SYNDROME SCORE (GAPPS)*8

Ces deux scores ont montré une certaine précision dans 1’évaluation des patients a risque, en
particulier chez les patients a haut risque, cependant leur usage n’est pas évident. L’obstacle
majeur est I’utilisation de tests qui ne font pas parties des critéres de classification et qui ne

sont donc pas effectués en routine, en particulier les anti-PS/PT.

3) Pathogénicité des antiphospholipides

La pathogénie du SAPL reste encore aujourd’hui mal connue.

Il est reconnu que la B2GPI est I’antigéne majeur du SAPL. En effet, il est celui qui posséde
la plus grande signification clinique, et il est decrit comme le plus prédictif. La pathogénécité
des anti-B2GPI a été mise en evidence directement dans des experimentations animales, aprés
injection chez la souris, montrant ainsi la formation de thrombus®°.

La B2GPI ne présentant pas de fonctions physiologiques, il est donc difficile de comprendre
que des anticorps contre cette protéine puissent induire des manifestations cliniques a type de
thromboses. Les anti-B2GPI dirigés contre le domaine | de la protéine sont plus fortement
associeés a un risque thrombotique et obstétrical que ceux dirigés contre les autres domaines.
Ceci peut étre expliqué par le fait qu’ils provoquent une dimérisation de la B2GPI a I’origine
d’une plus forte affinité (environ 100 fois) de ce complexe antigéne-anticorps pour les
surfaces anioniques. Cette dimérisation induite par ces aPL in-vivo serait responsable des
manifestations cliniques du SAPL, en perturbant I’activité des inhibiteurs physiologiques de
la coagulation, dont le systéme protéine C-protéine S, I’annexine A5 et le TFPI (tissue factor
pathway inhibitor type 1), en inhibant le systeme fibrinolytique et en activant des cibles
cellulaires comme les plaquettes, les cellules endothéliales et les monocytes®. Le role des
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aPL sur I’hémostase est donc majeur et leur effet procoagulant peut expliquer cet état
thrombophilique acquis dans le SAPL.

Un autre élément au cceur de la pathogénie du SAPL semble étre le systéme du complément.
En effet, plusieurs études montrent une consommation des protéines du complément lors des

processus thrombotiques et de la grossesse®2.

Mecanismes Symptomes

Inhibition du systéme protéine {fprotéine S Thromboses veineuses

Inhibition de I'activité anticoagulante de I'annexine AS Thromboses, pertes foetales

Inhibition du TFPI Thromboses

Inhibition du systéme fibrinolytique Thromboses, thromboses veineuses cérébrales
Activation du systéme du complément Pertes foetales

Activation cellulaire ( plaguettes, cellules endothéliales Thromboses artérielles

et monocytes) Syndrome catastrophique des antiphospholipides

FIGURE 8 MECANISMES D'ACTION POTENTIELS DES APL, ET SYMPTOMES ASSOCIES®?

Les épisodes thrombotiques des patients souffrant d’un SAPL ne sont pas systématiques et
ont lieu occasionnellement, malgré la persistance des aPL. Ceci suggére ainsi que la présence
des aPL est nécessaire mais pas suffisante dans le développement du SAPL, et que d’autres
facteurs jouent potentiellement un réle. Ceci peut étre expliqué par 1’absence de complexe
anticorps-B2GPI dans la circulation, ceux-ci ne se formant que sur des surfaces anioniques
qui ne sont généralement pas exposées a la circulation. Cette théorie du « second hit »3
propose que I’amorgage de la surface vasculaire par des cytokines, des lésions vasculaires ou
I'induction de l'apoptose locale pourrait étre I'étape initiale pour induire une activation
cellulaire par les aPL. De ce fait, certaines situations, telles que les infections, 1’inflammation,
la présence d’autres facteurs procoagulants, la chirurgie, I’immobilisation prolongée ou
encore la prise de contraceptifs, sont nécessaires pour expliquer les phénomenes
thrombotiques. Les génes des médiateurs de I’inflammation pourraient aussi étre une variable

dans le développement de la clinique du SAPL.

Les pertes feetales, précoces ou tardives, ainsi que les accouchements prématurés peuvent étre
expliqués par plusieurs mécanismes impliquant les aPL, dont ’existence de thromboses
placentaires, une modification au niveau feetal des fonctions cellulaires des trophoblastes

rovoquant une diminution de la croissance foetale et un défaut d’implantation, ou encore
9
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I’induction d’un état pro-inflammatoire du placenta conduisant aussi a un défaut

d’implantation du feetus.

e e
O

FIGURE 9 PHYSIOPATHOLOGIE DES THROMBOSES VEINEUSES ET ARTERIELLES DANS LE SAPL>*

FIGURE 10 PHYSIOPATHOLOGIE DANS LES COMPLICATIONS OBSTETRICALES DU SAPL®3
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V. EPIDEMIOLOGIE

La prévalence du SAPL est difficile a évaluer, mais elle est estimée faible dans la population
générale (environ 0.5%). Seul un faible pourcentage de patients présentant une thrombose
veineuse ou artérielle a des aPL a un titre significatif et persistant. Le SAPL est tout de méme
I’une des principales causes de thrombophilie acquise.

Le SAPL touche principalement le sujet jeune, il est rare chez ’enfant, et est retrouvé
seulement chez 12% des sujets ages de plus de 50 ans. Dans une large cohorte internationale,
I’age moyen au diagnostic a été établi & 34 ans. Les patients de plus de 50 ans sont le plus
souvent des hommes et présentent principalement des AVC et des atteintes cardiaques. Le
SAPL prédomine chez la femme, le sexe ratio homme/femme est de 1:3.5 dans le SAPL
primaire et de 1.7 dans le SAPL secondaire). Environ 40% des patients atteints de LES ont
des aPL, mais moins de 40% d’entre eux présenteront des événements thrombotiques®.

Les aPL sont retrouvés chez 2 a 5% des sujets sains, a des taux généralement faibles, la
fréquence augmentant avec ’age®®.

Lors d’une étude regroupant 4494 patients ayant présenté une thrombose veineuse, 26%
avaient des aPL, ce qui représente une fréquence proche du facteur V Leiden®’. Dans une
autre étude, les aPL étaient présents chez 20% des patients ayant fait un AVC avant 50 ans®®.
Les récidives se produisent généralement dans le méme réseau microcirculatoire.

Les fausses-couches récurrentes touchent environ 1% de la population géneérale, dont environ
10 & 15% présenteraient un SAPL>,

V. CLINIQUE

Le tableau clinique du SAPL est caractérisé, selon sa définition, par la présence d’événements
thromboemboliques artériels, veineux et/ou des petits vaisseaux, et par des complications
obstétricales. Mais d’autres manifestations cliniques peuvent cependant étre retrouvees.

Dans de rares cas, le SAPL entraine une defaillance multiviscérale pouvant mettre en jeu le
pronostic vital, ce phénomeéne est appelé « syndrome catastrophique des antiphospholipides »
(CAPS).
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Une grande étude, menée par Cervera et al.%, a analysé les données cliniques et
immunologiques du SAPL dans une cohorte de 1000 patients et a permis de définir les
modeéles d’expression de la maladie. Les manifestations les plus fréquemment retrouveées,
outre les manifestations thrombotiques et obstétricales, touchent le systéme hématopoiétique
avec des thrombopénies et des anémies hémolytiques, le systéme cutané avec entre autres des
livedo reticularis et des ulceres cutanés. D’autres manifestations peuvent étre observees

comme par exemple au niveau cardiaque ou neurologique.

Migraine
Stroke
Transient ischaemic attack

Pulmonary embolism

Cardiac valve pathology
Coronary artery disease

Renal vein thrombosis

Renal infarction

Thrombotic microangiopathy

Antiphospholipid syndrome
nephropathy

Recurrent early miscarriage

Intrauterine fetal death

Early or severe pre-eclampsia
(or both)

Intrauterine growth restriction

Raynaud's phenomenon

Livedo reticularis

Deep vein thrombosis

FIGURE 11 MANIFESTATIONS CLINIQUES DU SAPL>®
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No. (%)

Manifestation of paticnts
Deep vein thrombosis 317 (31.7)
Thrombocytopenia (<100,000 platelets/pl) 219 (21.9)
Livedo reticularis 204 (20.4)
Stroke 131 (13.1)
Superficial thrombophlebitis 91 (9.1)
Pulmonary embolism 90 (9.0)
Fetal loss 83 (8.3)
Transient ischemic attack 70 (7.0)
Hemolytic anemia 66 (6.6)
Skin ulcers 39 (3.9)
Epilepsy 34 (3.4)
Pseudovasculilic skin lesions 26 (2.6)
Myocardial infarction 28 (2.8)
Amaurosis fugax 28 (2.8)
Digital gangrene 19 (1.9)

* Some paticnts had several associated presenting manifestations.

FIGURE 12 CARACTERISTIQUES CLINIQUES D'UNE COHORTE DE 1000 PATIENTS>®

1) Les thromboses

Il s’agit d’un ou plusieurs événements symptomatiques de thrombose artérielle, veineuse ou
d’un petit vaisseau situé dans n’importe quel tissu ou organe, devant étre confirmés par
imagerie ou histopathologie (sans image d’inflammation de la paroi vasculaire).

Les thromboses veineuses et les thromboses artérielles sont plus fréquemment recensées. Les
localisations les plus retrouvées au niveau veineux sont les membres inférieurs, avec ou sans
embolie pulmonaire, mais elles peuvent survenir dans d’autres sites (thromboses veineuses
cérébrales, pelviennes, mésentériques, rénales, pulmonaires, hépatiques, oculaires...). Des
thromboses superficielles peuvent aussi se produire mais elles ne font pas partie des criteres
de classification si elles sont isolées. Au niveau artériel, la vascularisation cérébrale est le
territoire le plus touché, avec des accidents vasculaires cérébraux (AVC) ou des accidents
ischémiques transitoires (AIT), mais d’autres sites sont possibles comme les artéres
coronaires, rénales, mésentériques ou de la rétine. Les facteurs déterminant la localisation
veineuse ou artérielle des thromboses ne sont a ce jour pas connus.

Des études indiquent que lorsque les thromboses initiales sont situées au niveau artériel, les
suivantes le sont également. Le méme phénoméne dans le cadre des thromboses veineuses est

observé®.
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2) Les complications obstétricales

Les manifestations obstétricales comprennent :

- Une ou plusieurs mort(s) inexpliquée(s), d’un feetus morphologiquement normal, a
la 10° semaine de gestation ou au-dela (morphologie normale établie par
échographie ou examen direct), ou

- Une ou plusieurs naissance(s) prématurée(s) d’un nouveau-né morphologiquement
normal avant la 34° semaine de gestation a cause d’une éclampsie ou d’une
prééclampsie grave ou de signes reconnus d’insuffisance placentaire, ou

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

maternelle ou paternelle

3) Autres manifestations cliniques

D’autres manifestations cliniques peuvent étre retrouvées, bien qu’elles soient assez
fréquentes, leur inclusion dans les criteres de classification diminuerait la spécificité du
diagnostic. Parmi elles, il faut noter par exemple des atteintes neurologiques,

dermatologiques, cardiaques et rénales.

Des atteintes neurologiques, autres que les accidents vasculaires ischémiques, ont été
rapportées, mais leur lien avec les aPL n’est pas encore démontré de fagcon formelle. Des
études ont mis en évidence une relation entre des taux élevés et persistants d’aPL et des
dysfonctions cognitives chez les patients avec un LES®!, ou encore entre les aPL et des
handicaps physiques chez les patients 4gés®. La présence a long terme du LA pourrait étre un
facteur de risque de démence®. Il existe une association entre myélopathie transverse et aPL
chez les patients lupiques®. Une association entre les aPL et les crises d’épilepsie a été mise
en évidence chez des patients lupiques®® % mais aussi chez des patients non lupicques®’-8.
L’épilepsie est fréquente dans le SAPL, et le risque de survenue semble étre lié aux maladies
vasculaires du systeme nerveux central, aux valvulopathies, au livedo reticularis et la présence
de LES®. Les données restent tout de méme contradictoires et 1’association entre aPL et

épilepsie reste encore incertaine.
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Le SAPL est associé a une grande variété de manifestations dermatologiques, comme des
ulcérations cutanées, des lésions pseudo-vasculitiques, des gangrénes digitales, des phlébites
superficielles, des nécroses extensives superficielles, une anétodermie ou encore de multiples
hémorragies flammeéches sous-unguéales’™. La plus fréquente des manifestations cutanées est
le livedo reticularis, qui est présent chez 20 a 25% des patients®®. C’est un érythéme indolore,
persistant et irréversible, organisé en réseau, suspendu ou diffus et se situant principalement
sur le tronc, les bras ou les jambes. La peau présente un aspect marbré, constitué de mailles
violacées fines, réguliéres et circulaires (livedo reticularis) ou ramifiées (livedo racemosa). Le

livedo apparait comme le marqueur cutané du phénotype artériel du SAPL™.

Les atteintes cardiaques, retrouvées chez plus de 40% des patients, sont a type de végétations,
épaississements ou dysfonctions valvulaires’? et pourraient étre associées a un risque plus
élevé d’AVC™. L’atteinte des valves est augmentée chez les patients avec un LA ou des aCL

de type IgG.

La néphropathie liée au syndrome des antiphospholipides (APSN), pouvant toucher toutes les
structures vasculaires rénales, existe sous deux types : une forme arterielle (proximale et/ou
distale, aigiie, et/ou chronique) et une forme veineuse’. Les atteintes cliniques sont a type de
sténose et/ou thrombose des arteres ou des veines rénales, des microangiopathies
thrombotiques artériolaires et/ou glomérulaires non inflammatoires en aigu et des
arterioscleroses, des occlusions artériolaires fibreuses, des hyperplasies intimales fibreuses en
chronique.

Les lésions rénales sont identiques dans le SAPL primaire et le SAPL secondaire et sont
associées aux thromboses vasculaires extra-rénales et aux complications obstétricales chez les

patients avec un LES">7877,

Par ailleurs, une thrombopénie est retrouvée au cours de 1’évolution de la maladie, résultant
de deux mécanismes différents. La thrombopénie par destruction plaquettaire, via des auto-
anticorps dirigés contre les glycoprotéines majeures et spécifiques des plaquettes’®’, sera
plus a risque d’hémorragie. Au contraire, une thrombopénie par activation de la coagulation
(via la thrombine) et par processus de consommation sera associée a un risque de thrombose.

Les aPL sont fréquemment retrouvés chez les patients initialement diagnostiqués pour
purpura thrombopénique immunologique (PTI) associée a des thromboses, et leur persistance

est un facteur de risque pour le développement futur d’un SAPLE,
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D’autres anomalies hématologiques peuvent étre citées, comme des anémies hémolytiques

auto-immunes, des nécroses médullaires ou des microangiopathies thrombotiques (MAT).

4) Syndrome catastrophique des antiphospholipides

Le syndrome catastrophique des antiphospholipides (CAPS) est une forme rare, trés grave et
accélérée de SAPL, pouvant conduire a une défaillance multiviscérale engageant le pronostic
vital, ce qui en fait une urgence diagnostique et thérapeutique prise en charge dans des unités
de soins intensifs. 1l touche approximativement 1% des patients avec un SAPL® et est
caractérisé par la présence simultanée de thromboses de localisations multiples de la
microcirculation, plus rarement des vaisseaux de moyens et gros calibres, sur une courte

période.

Il existe quatre critéres afin de définir un CAPS :

1. Mise en évidence de I’atteinte d’au moins 3 organes, systémes et/ou tissus (avec mise en
évidence d’occlusion vasculaire confirmée par des techniques d’imagerie approprice)

2. Survenue simultanée des différentes atteintes en moins d’une semaine

3. Confirmation histologique de I’occlusion des petits vaisseaux dans au moins un organe ou
tissu

4. Confirmation biologique de la présence d’aPL (LA et/ou aCL et/ou anti-B2GPI) a deux

reprises a 12 semaines d’intervalle

Le syndrome est certain si les quatre criteres sont présents, et il est probable si :

- Les quatre criteres sont présents mais seulement 2 organes, systemes et/ou tissus
sont concernes,

- Les quatre criteres sont présents, sauf la confirmation biologique a 12 semaines
des aPL (pour cause de déces du patient sans exploration préalable au syndrome)

- Présence des critéres 1, 2 et 4

- Présence des critéres 1, 3 et 4 avec survenue d’un 3° événement plus d’une
semaine, mais moins d’un mois aprés les premicres manifestations, malgré un

traitement anticoagulant
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Dans les années 2000 fut créé un registre international, le « CAPS Registry »%, permettant
d’analyser les caractéristiques épidémiologiques, cliniques et biologiques, et d’établir des
criteres préliminaires de classification et de prise en charge. Des algorithmes ont aussi été
proposés pour faciliter le diagnostic du CAPS, prenant en compte ’historique personnel du
SAPL et/ou des aPL du patient, la présence de plus de trois ou plus nouvelles thromboses en
moins d’une semaine, la confirmation des thrombus par biopsie et I’exclusion des autres

causes de thromboses multiples.?

Des facteurs déclenchants ont pu étre mis en évidence dans 65% des épisodes, ils différent
selon le groupe d’age de patients. Les plus rapportés sont les infections (49% des épisodes)
principalement des voies respiratoires (33%), suivies des infections urinaires (19%) et de la
peau (13%). Parmi les autres facteurs declenchants il faut citer les chirurgies, les néoplasies

ou encore les contraceptifs.

Mean age at diagnosis (years) IB(17F
Sex (female) 343 (60%)*
CAPS as first manifestation of APS 20*
Diagnosis
Primary APS &0*
Associated SLE 30
SLE-like 4
Others &
Precipitating factors (N = 481)" 65
Infections 49
Surgery 17
Malignancy 16
Contraceptives 10
Pregnancy related 8
Drugs 5
SLE flare 3
Trauma 2
Others 13

Abbreviations: CAPS: Catastrophic antiphospholipid syndrome SLE: Systemic
lupus erythematosus.
Results presented as percentages from the total number of episodes expect when
otherwise stated.

* Frequency calculated excluding recurrent episodes.

¥ In 13% of episodes more than one precipitating factor was identified.

FIGURE 13 CARACTERISTIQUES EPIDEMIOLOGIQUES ET FACTEURS DECLENCHANTS DU CAPS

Au niveau clinique, les organes les plus touchés sont les reins (73%) a des degrés variables
d’insuffisance rénale, les poumons (60%) avec des syndromes de détresse respiratoire ainsi
que des embolies pulmonaires, le cerveau (56%) avec des AVC ou encéphalopathies, le coeur
(50%), la peau (47%), le foie (39%) et les vaisseaux périphériques (37%).
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Du point de vue biologique, le lupus anticoagulant est présent chez 83% des patients, ainsi
que les IgG anti-B2GPI (81%) et les 1gG aCL (78%). De plus, une anémie hémolytique
parfois associée a des schizocytes peut étre observée, mais plus rarement des MAT et des

coagulations intravasculaires disséminées (CI1VD).

Laboratory features
Thrombocytopenia &7
Schistocytes 22
Thrombotic microangiopathy” 14
Disseminated intravascular coagulation® 11
Lupus anticoagulant 83
all [e g1
aCL [gh 45
ap2GPl g 78
aps2GPl [gM 40
Antinuclear antibodies a7
Anti-DMA antibodies 32
Anti-EMA 10

* Results presented as percentages from the @l number of episodes.

® Thrombotic microangiopathy defined as those patients with low platelet
count, hemolysis features and schistocytes.

© Disseminated intravasoular coagul ation defined as those patients with low
pltelet count, d-dimer increase and low prothrombin time.

FIGURE 14 CARACTERISTIQUES BIOLOGIQUES DU CAPS

Du point de vue thérapeutique, le traitement de premicre ligne est I’héparine avec un relais
par AVK lorsque le patient est hémodynamiquement stable. A cela peuvent étre ajoutés
glucocorticoides, immunosuppresseurs, immunoglobulines intraveineuses et échanges
plasmatiques.®® Le pronostic vital sans traitement est faible, et malgré un traitement adapté le

CAPS reste tout de méme fréquemment fatal avec une mortalité reportée de plus de 30%.54
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V1. DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE

D’apres les criteres de Sapporo, le diagnostic biologique du SAPL repose sur la mise en
évidence des aPL par deux techniques différentes. Une premiere consiste a utiliser des tests
immunologiques afin de détecter les anticorps anti-cardiolipines liés a la B2GPI et une
deuxiéme permet de détecter un inhibiteur de la coagulation dépendant des PL. Plus tard, les
critéres de Sydney ajoutent a cela la recherche directe des anticorps anti-B2GPI.

Afin de minimiser le risque d’une détection d’aPL transitoires, la recherche doit étre réalisée a
deux reprises, a au moins 12 semaines d’intervalle.

Malgré des efforts de standardisation, les variations inter- et intra-laboratoires restent
importantes, plus particuliérement dans les cas d’anticorps de faible positivité®®, et le manque

de gold-standard complique le diagnostic.

1) Sélection des patients

La recherche du LA doit se limiter a des patients présentant des signes cliniques du SAPL ou
lors d’une découverte fortuite d’un allongement des temps de coagulation, afin d’éviter le
risque de faux-positifs di a une faible spécificité des tests.
En pratique courante, les principales indications sont une thrombose artérielle ou veineuse
(proximale ou distale) ou une embolie pulmonaire idiopathique chez un patient de moins de
60 ans, une thrombose dans un site inhabituel, une MAT avec atteintes multiviscérales dans
un délai court, des complications obstétricales, un livedo reticularis, un diagnostic de LES,
une endocardite non bactérienne, un allongement inexpliqué du TCA ou encore une
dissociation VDRL+/TPHA-.
Cette recherche peut étre stratifiée en plusieurs niveaux, selon le degré d'appropriation :
- Faible : thrombose veineuse ou artérielle chez des patients agés
- Modérée : découverte d’un allongement d’un test de coagulation (TCA ou TCK) chez
un patient asymptomatique, pertes feetales précoces multiples, thrombose veineuse
provoquée chez un patient jeune
- Haut : thrombose non provoquée et thrombose artérielle non expliquée chez un patient
jeune (< 50 ans), thrombose de sites inhabituels, perte fcetale retardée, thrombose ou

complication obstétricale chez un patient avec une maladie auto-immune (lupus
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systémique, polyarthrite rhnumatoide, thrombopénie auto-immune, anémie hemolytique

auto-immune)

2) Diagnostic immunologique

Le diagnostic immunologique repose sur la mise en évidence dans le sérum ou le plasma des
aCL (d’isotype IgG et/ou IgM) et/ou des anti-B2GPI (d’isotype IgG et/ou IgM), a des titres

moyens ou éleves, présents a deux reprises a au moins 12 semaines d’intervalle.

La technique recommandée est I’ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), et plus
précisément le principe de I’ELISA indirect. C'est une technique immuno-enzymatique en
quatre étapes permettant de visualiser une réaction antigéne-anticorps. La premiére étape
consiste a incuber la solution de ’antigéne spécifique de 1’anticorps recherché sur une plaque
de microtitration, I’antigéne va alors se fixer électrostatiquement au fond des puits, c’est le
« coating » de I’antigéne. Dans un deuxiéme temps, 1’échantillon du patient (plasma ou
sérum) est incubé sur la plaque et si des anticorps sont présents, ils se fixeront sur les
antigénes formant ainsi un complexe antigéne-anticorps. Lors de la troisieme étape,
I’anticorps de détection, une immunoglobuline anti-lIgG ou anti-IgM, couplée & une enzyme
est incubée. Des lavages sont nécessaires entre chaque étape afin d’éliminer I’excés
d’antigénes ou d’anticorps non fixés. La derniere étape est I’étape de révélation, apres ajout
d’une solution révélatrice contenant le substrat de 1’enzyme. Une coloration se produit si la
réaction est positive et la variation de la densité optique est mesurée. Celle-ci est
proportionnelle a la quantité de complexes antigéne-anticorps présents dans le puits, et donc a

la concentration d’anticorps du patient.

&N N

, SRS

wash %\Q %
e e

wash wash

FIGURE 15 PRINCIPE DE L'ELISA INDIRECT
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L’interprétation des tests immunologiques doit toujours se faire en fonction des isotypes, la
concordance étant essentielle. Les anticorps prédominants sont d’isotype IgG, et semblent étre
associés de fagcon plus importante aux événements thrombotiques que les IgM8®. Mais, il a été
observé, chez certaines patientes présentant un SAPL purement obstétrical, une positivité

isolée en IgM.

Le large spectre des différents anticorps et la variabilité des épitopes rendent difficiles la
production de matériel de référence. Il existe une large variété de tests disponibles et plusieurs
études ont montré que les résultats étaient trés sensibles aux facteurs externes, induisant ainsi
des variabilités de résultats inter- et intra-laboratoires selon les techniques, les fournisseurs ou
les lots.
Dans un besoin de standardisation de la méthode, de nouvelles recommandations en dix
points ont été récemment publiées®’ :

- Sélection des patients a tester pour éviter les faux-positifs

- Sérum ou plasma citraté

- aCL B2GPI-dépendant, B2GPI humaine (et non recombinante)

- ldéalement : CV < 20% (voir 10%)

- Interférences : facteur rhumatoide pour IgM, hypergammaglobulinémie

- Enduplicate pour les méthodes manuelles

- Standards et calibration

- Expression des résultats

- Valeurs seuils : 99 percentile calculé a partir de 120 plasmas témoins

- Résultats et conclusion : interprétation en tenant compte des résultats des 3 tests (aCL,

anti-B2GPI et LA), avec un contrdle & 12 semaines

Afin d’améliorer la comparabilité inter-laboratoire, il est recommandé 1’utilisation de
percentiles pour la détermination des seuils de positivité, ainsi que d’anticorps monoclonaux
calibrés (HCAL et EY2C9) aussi appelés « standards de Sapporo ». De plus, il est préférable
que le suivi biologique soit réalisé dans le méme laboratoire et si possible avec le méme
réactif°.

Une étude indique qu’un nombre important de patients avec un LA ne présente pas
d’anticorps par les techniques actuelles ELISA®. Ceci montre une sensibilité plus faible des
tests ELISA par rapport aux méthodes chronométriques et suggere la nécessité du

développement de nouvelles techniques immunologiques.
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L’évolution du titre des anticorps est difficilement prévisible et une variation spontanée du
titre des anticorps est observée chez plus d’un quart des patients?2, En revanche, pour prés de
trois quarts des patients d’une population définie avec des aPL lors d’une étude, la recherche

des aPL est restée positive et stable®®.

a. Les anticardiolipines

Il est important de distinguer deux types d’anticorps : les aCL B2GPI-indépendants ou dits
«aCL vrais », reconnaissant la cardiolipine en I’absence de cofacteur protéique, des aCL
B2GPI-dépendants. Ces derniers sont mis en évidence, en apportant la B2GPl au moment du
coating avec la cardiolipine sur phase solide ou dans les solutions de saturation et/ou de
dilution des échantillons. La B2GPI apportée peut étre d’origine animale (sérum de veau
feetal, de beeuf, de chévre) ou humaine (purifiée a partir de plasma humain), la sensibilité et la
spécificité sont alors modifiées selon sa provenance et sa quantité.

Un des inconvénients de cette technique est sa faible spécificite, car elle détecte a la fois les
deux types d’anticorps. Il est donc aujourd’hui recommandé d’utiliser des trousses permettant
la détection d’aCL B2GPI-dépendants, compte tenu de leur plus grande implication clinique.
Les tests ELISA aCL ne détectent pas les anticorps dirigés contre la prothrombine, qui le sont
par un ELISA spécifique.

Les aCL sont le plus souvent d’isotype IgG, les IgM sont plus rares et presque toujours
associees aux 1gG.

Les anticorps sont exprimeés en unités GPL pour les IgG et MPL pour les IgM, déterminées a
partir de courbes de calibration utilisant les standards de Harris. Une unité GPL ou MPL
correspond a une concentration d’aCL de 1 pg/ml. Ils sont considérés comme positifs si le
titre est moyen ou élevé, c’est a dire pour des taux supeérieurs a 40 GPL ou MPL ou supérieurs
au 99° percentile.

La recherche des aCL est de plus en plus remise en cause, et certains proposent méme de ne
plus les inclure dans les critéres de classification. En effet, il s’agit de tests sensibles, mais
non spécifiques. Cependant, la présence d’aCL isolés semble étre un marqueur des

complications obstétricales®.
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FIGURE 16 REPRESENTATION SCHEMATIQUE DE L'ELISA ACL*!

b. Les anti-B2GPI

La mise en évidence des anti-B2GPI nécessite un support chargé négativement, ce qui est le
cas des microplaques irradiées. Ceci peut s’expliquer par la forte liaison de la B2GPI aux
charges négatives, ainsi la densité au fond des puits sera plus élevée permettant une fixation
des anti-B2GPI plus importante. Une autre explication est la modification conformationnelle
de la B2GPI aprés sa fixation sur un support négatif, permettant 1’expression d’épitopes
cryptiques reconnus par les anticorps.

La plupart des trousses commercialisées utilisent de la B2GPI humaine purifiée. Un test est
dit positif si le titre est moyen ou élevé (supérieur au 99 percentile).

L’inconvénient de cette méthode est la détection de tous les types d’anticorps anti-B2GPI, et
pas seulement les anticorps contre le domaine I, et les anticorps a faible affinité, ce qui

diminue sa spécificité.

c. Les anticorps non conventionnels

D’autres tests ELISA sont commercialisés afin de détecter les anticorps dits non
conventionnels, tels que les aPE, les antiphosphatidylinositol, les aPT, les anti-annexines V ou
encore les isotypes IgA des aCL et des anti-B2GPI. Ces anticorps ne sont pas recherchés en
routine, du fait de leur manque de standardisation et de leur signification clinique inconnue®,

mais ils peuvent étre demandés en seconde intention.
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Les conclusions des différentes études sur les aCL de type IgA sont divergentes concernant
leurs implications cliniques. Ceux-ci ont, par ailleurs, été décrits comme associés a des
thrombopénies, des ulceres cutanés et des lésions de vascularites, définissant ainsi un sous-
groupe a risque pour ces manifestations cliniques ®*. Les anti-B2GPI d’isotype IgA
sembleraient étre associés de fagon plus forte que les aCL d’isotype IgA, ainsi que les anti-
B2GPI d’isotype IgM, aux manifestations cliniques du SAPL®,

La présence isolée d’aPE, sans anticorps conventionnels, a été décrite chez des patients
présentant des thromboses récurrentes ® et chez des femmes avec des complications
obstétricales précoces ou tardives®®.

Les tests immunologiques recherchant les anticorps dirigés contre le complexe
phosphatidylsérine/prothrombine détectent un groupe hétérogéne d’anticorps, dont les
anticorps dirigés contre la prothrombine seule ou contre le complexe. La liaison entre la
phosphatidylsérine et la prothrombine entraine un changement de conformation de la

prothrombine, permettant de dévoiler des épitopes et la détection des aPT correspondants.

La recherche des aPL non conventionnels peut étre une alternative dans les cas des SN-APS,
aprés ¢élimination d’autres causes acquises ou génétiques de thrombophilie et des faux-
négatifs dus a un syndrome néphrotique, des corticostéroides ou immunosuppresseurs ou a la

consommation des anticorps lors d’un événement thrombotique®’.

3) Lupus anticoagulant

Le diagnostic du LA s’avére étre une tache complexe, du fait de I’hétérogénéité des anticorps,
des variabilités des analyseurs et réactifs (concentrations et type de PL, d’activateur...), des
conditions pré-analytiques, des difficultés d’interprétation (expression des résultats, cut-off) et
de I’absence de gold-standard. Le nombre de faux-positifs et faux-négatifs reste relativement
élevé®. Pourtant, I’interprétation des résultats est cruciale puisque la persistance d’un LA
chez des patients ayant une histoire de thromboses et/ou de complications obstétricales
entraine une anticoagulation au long-court.
La détection repose sur une démarche en quatre étapes :

- La premicre étape consiste en des tests de dépistage a la recherche d’un allongement

du temps de coagulation dépendant des PL.
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- La deuxiéme étape, appelée aussi étape de démonstration d’un effet inhibiteur, met en
évidence une activité inhibitrice par I’absence de correction de 1’allongement du temps
de coagulation aprés I’ajout d’un plasma normal.

- La troisieme étape est la confirmation de la dépendance en PL en corrigeant le temps
de la coagulation en présence d’un exces de PL saturant I’aPL présent.

- Une derniére étape est nécessaire afin d’exclure une autre anomalie de la coagulation
(absence d’un déficit ou d’un inhibiteur spécifique d’un facteur de la coagulation
masqué initialement).

Il est recommandé de réaliser les tests en dehors de tout traitement anticoagulant (avant
I’initiation du traitement ou aprés une période d’arrét suffisante), car ceux-Ci peuvent
interférer avec les analyses. De méme, il n’est pas recommandé de réaliser les tests pendant la
phase aigiie de I’événement thromboembolique.

A T’heure actuelle, il n’existe aucun moyen de quantifier, le résultat est donc qualitatif
(présence ou absence). Il n’existe pas non plus de standardisation permettant notamment de
comparer un échantillon par rapport a un autre.

De nombreuses recommandations internationales ont été publiées par différents groupes de
travail, dont I’International Society on Haemostasis and Thrombosis (ISTH) en 2009%, le
British Committee for Standards in Haematology (BCSH) en 2012'% et plus récemment le
Clinical and Laboratory Standarts Institute (CLSI)*°2.

a. Conditions pré-analytiques

Le sang est collecte sur un tube citrate trisodique 0.109 M pour un rapport de 1 volume de
solution de citrate pour 9 volumes de sang.

Une double centrifugation est nécessaire afin d’obtenir un plasma pauvre en plaquette (<
10G/L). Du point de vue technique, elle consiste a transférer le plasma apres la premiére
centrifugation (2000g a température ambiante pendant 15 minutes) dans un tube plastique a
I’aide d’une pipette plastique pour une seconde centrifugation de 10 minutes a une plus
grande vitesse (> 2500 g), puis a récupérer le plasma pauvre en plaquette, tout en faisant
attention de ne pas aspirer des plaquettes résiduelles.

La congélation doit étre effectuée rapidement a -70°C ou moins. Avant I’analyse, le plasma
doit étre décongelé par immersion totale du tube dans un bain-marie a 37°C pendant

5 minutes, puis vortexé.
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b. Tests de dépistage

Il est indispensable de réaliser en parallele deux tests de dépistage bases sur des principes
différents, car aucun test n’est assez sensible pour détecter la totalité des LA, et aucun test
n’est spécifique a 100%. Le dépistage sera positif si au moins un des deux tests est allongé.
En revanche, I’utilisation de plus de deux tests est déconseillée car cela augmente le nombre
de faux-positifs a des niveaux non acceptables.

Plusieurs tests sont disponibles, chacun avec des sensibilités différentes. A I’heure actuelle,
les deux tests recommandés sont le temps de céphaline activée (TCA) sensibilisée (avec une
concentration faible en PL et la silice comme activateur) et le temps de venin de vipére
Russell dilué (dRVVT).

Le TCA est le temps de coagulation d’un plasma citraté déplaquetté en présence de céphaline
(substitut du facteur 3 plaquettaire), d’un activateur du systéme contact de la coagulation
(silice, kaolin, acide ellagique...) et, aprés incubation a 37°C, de calcium. Il explore la voie
endogene de la coagulation incluant les facteurs de la phase contact (prékallicréine,
kininogene de haut poids moléculaire, facteurs VIII, IX, XI, XII) ainsi que la voie commune
avec la fibrinoformation (V, X, Il, fibrinogene).

Le résultat est exprimé en secondes et sous forme de ratio rapporté a un temps témoin. Le
TCA est normal pour un rapport temps patient/temps témoin inférieur a 1,2.

Le TCA est prescrit dans le bilan d’exploration biologique d’épisodes hémorragiques ou
thrombotiques et lors de bilan pré-opératoire, le plus souvent associé au temps de Quick (ou
temps de prothrombine) et au fibrinogene

Il existe plusieurs causes d’allongement isolé du TCA, dont la plus courante est iatrogéne
suite & la prise d’héparine non fractionnée. Cet allongement dépend du type d’héparine
utilisée, de la concentration circulante et de I’horaire de prélévement. En dehors d’un
traitement anticoagulant, un allongement isolé du TCA peut traduire un déficit en facteur de
la coagulation ou la présence d’un LA.

Au laboratoire, ’utilisation d’un réactif sensibilisé a faible concentration de PL (PTT-LA)
permet d’accentuer ’allongement dii aux aPL. C’est un réactif lyophilisé¢ contenant de la
céphaline extraite de tissu cérébral de lapin et un activateur particulaire (silice) en milieu

tamponné (glycine).
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Le dRVVT fait intervenir un activateur du facteur X (le venin de vipere Russell) agissant en
présence de PL et de calcium, qui déclenche la coagulation a ce niveau et élimine 1’interaction
des facteurs situés en amont de la cascade de la coagulation. Ainsi, il n’est pas influencé par
les déficits en facteurs VII, VIII, IX, XI, XII ou les facteurs contacts ou par les inhibiteurs
spécifiqguement dirigés contre ces facteurs.

Lors de I’étape de dépistage, le réactif utilisé est le dRVVT screen, celui-ci contient une faible
concentration en PL.

Le résultat est exprimé en secondes et sous forme de ratio rapporté a un temps témoin.

Temps de coagulation Screen du patient (en secondes)

Ratio Screen = - - -
Temps de coagulation Screen du témoin (en secondes)

C. Mise en évidence d’une activité inhibitrice

Devant un ou plusieurs tests de dépistage anormaux, la présence d’une activité inhibitrice doit
étre recherchée par une épreuve de correction, en étudiant le mélange du plasma a tester avec
un pool de plasma normal, a volume égal (1 :1).

La qualit¢ du pool de plasma normal utilisé est capitale. L’idéal est une préparation
« maison », en s’assurant des mémes conditions de préparation que les plasmas des patients.
Une double centrifugation devra donc étre realisée, sur un pool de plasma provenant de
30 volontaires sains, puis un stockage a -70°C. Il faut de plus s’assurer de la présence des
facteurs de la coagulation a un niveau d’environ 100%. Des plasmas lyophilisés sont
disponibles dans le commerce, leur utilisation nécessite une validation et une certification
pour la recherche du LA.

Une absence de correction des temps de coagulation des tests de dépistage ou une correction
partielle signent la présence d’un inhibiteur de la coagulation ou anticoagulant circulant, qui
peut étre un aPL ou un inhibiteur dirigé contre un facteur de la coagulation. Au contraire, la
normalisation du temps de coagulation du mélange est en faveur d’un déficit touchant au

moins 1’un des facteurs explorés par le test.

Concernant le PTT-LA, la correction du temps de coagulation peut étre interprétée par

I’indice de Rosner (IR), selon la formule :

TCAmélange — TCAtemoin

x 100
TCApatient

Indice de Rosner =
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Concernant le dRVVT, il s’agit habituellement d’un test intégré ou le plasma est testé¢ en
paralléle sur deux réactifs, I’un avec une faible concentration de PL (test de dépistage) et
I’autre avec une concentration élevée en PL (test de confirmation). De ce fait, I’étape du

mélange n’est plus indispensable et est donc peu réalisée en pratique.

d. Test de confirmation

Cette étape est indispensable pour démontrer la dépendance de I’activité anticoagulante aux
PL, et ainsi différencier les ACC de type lupique des anticorps anti-facteurs de la coagulation.
Elle consiste a réaliser a nouveau le ou les tests de dépistage anormaux en augmentant la
concentration en PL des réactifs. Les PL apportés en plus grande quantité vont neutraliser, au
moins partiellement, I’inhibiteur de la coagulation, entrainant ainsi une correction du temps de
coagulation. Les PL apportés doivent étre en bicouches ou en phase hexagonale, et
I’utilisation d’extraits plaquettaires comme source de PL n’est pas recommandée car peu

reproductible.

Au laboratoire, cette étape est réalisée avec le réactif dRVVT Confirm. Le résultat est

exprimé en secondes et sous forme de ratio rapporté a un temps témoin.

Temps de coagulation Confirm du patient (en secondes)

Ratio Confirm = PR
f Temps de coagulation Confirm du témoin (en secondes)

Le résultat final est exprimé en ratio normaliseé.

ratio Screen

Ratio normalisé = , .
ratio Confirm

Il est aussi possible de calculer le pourcentage de correction selon la formule :

% de correction

_ Temps de coagulation Screen du patient — Temps de coagulation Confirm du patient

Temps de coagulation Screen du patient
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e. Exclusion d’une coagulopathie associ¢e

Méme en présence d’un ACC de type lupique, il faut éliminer toute autre cause d’allongement
des temps de coagulation sur les tests de dépistage, celle-ci pouvant étre masquée par un LA,
comme les déficits en facteur de la voie endogene (facteurs VIII, IX, XI, XII, facteurs contact)

ou en facteur du complexe prothrombinique (facteurs 11, V, VII, X).

[ Anticoagulants circulants de type Lupique (LA) ]

Tests de dépistage Tests de confirmation
Temps de venin ik elbia s Tenps de venin
de vipére Russel dilué 2 — de vipése Russel dilué
sTA®. stadot® DRV Screen st A% cacit P DRV Cortirm
ET ou
Tenps de céphaline Tenps de céphaline
+ activatews A Test du mm et + ativitemn
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FIGURE 17 DEMARCHE DU DIAGNOSTIC DES ACC DE TYPE LUPIQUE AU LABORATOIRE (STAGO®)

f. Interprétation des résultats et limites des différents tests

Les grandes variabilités des réactifs nécessitent 1’utilisation de seuils de positivité (ou cut-off)
calculés localement dans chaque laboratoire pour un couple réactif-automate, afin d’améliorer
I’interprétation des résultats. Il est recommandé de les calculer a partir d’une population d’au
moins 40 volontaires sains de moins de 50 ans et d’utiliser le 99¢ percentile.

L’utilisation des ratios permet de compenser les variations intra- et inter-laboratoires, ils ont

une meilleure spécificité, mais la sensibilité en est réduite'®,
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Au laboratoire, les résultats sont potentiellement suggestifs d’un LA lors des tests de
dépistage lorsque :
- Ratio temps patient/temps témoin du PTT-LA > 1.2
- Ratio dRVVT Screen>1.2
Lors de I’étape de mélange, les résultats sont interprétés selon I’indice de Rosner :
- Indice de Rosner < 12 : résultat négatif
- Indice de Rosner compris entre 12 et 15 : résultat douteux, a contréler sur un nouveau
prélévement
- Indice de Rosner > 15 : présence d’un LA
Pour I’étape de confirmation, la présence de LA est affirmée si :

- Ratio normalisé > 1.2

La préparation des échantillons est essentielle. La présence de plaquettes résiduelles pourrait
entrainer un raccourcissement des temps de coagulation, d a la présence des PL anioniques
de la membrane plaquettaire, et ainsi masquer la présence d’un LA,

Des cycles de congélation-décongélation successifs sont a éviter, car ils pourraient mener a la
perte d’un LA faible.'%

L’inconvénient majeur de l’utilisation des tests chronométriques est leur sensibilité aux
traitements anticoagulants. L’interprétation des résultats est complexe, car ces traitements
entrainent un allongement des temps de coagulation et peuvent conduire a des faux-positifs.

Il est donc conseillé, avant toute recherche, de réaliser un temps de thrombine (TT) ou un
dosage d’héparinémie (activité anti-Xa) afin d’exclure la présence d’héparine. Le dRVVT
contient un agent neutralisant de 1’héparine jusqu’a 0.8 Ul/ml (polybréne ou héparinase), le
test peut donc étre réalisé jusqu’a cette concentration, mais pas au-dela. Quant au PTT-LA il
ne peut étre réalisé devant une héparinémie supérieure a 0.15 Ul/mL.

Pour les patients sous AVK, il est recommandé de réaliser les tests apres une période
d’interruption d’une a deux semaines (avec un relais par HBPM si nécessaire, avec la derniére
injection 12 heures avant la prise de sang) ou lorsque I’INR est inférieur a 1.5.
Alternativement, dans les cas ou I’INR est compris entre 1.5 et 3 (ou si le TP du patient est
inférieur a 50%), le test peut étre réalisé sur un mélange a parties égales du plasma du patient
et d’un plasma témoin. Cependant, la dilution du plasma peut entrainer une réduction de la
sensibilité et peut compromettre la détection des titres faibles d’aPL. En revanche, la

recherche est ininterprétable si I’INR est supérieur a 3.
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Il n’est pas non plus recommandé d’effectuer une recherche de LA chez les patients sous
anticoagulants oraux directs (AOD), comme le Rivaroxaban, Dabigatran et Apixaban. Celle-

ci est annulée pour des activités anti-Xa ou lla spécifiques supérieures a 30 ng/mL.

L’interprétation de 1’étape de mélange est délicate, plus particulierement lorsque les temps
sont légérement allongés, avec un risque de faux-négatifs. = Des recommandations
internationales dans I’interprétation des tests de mélange manquent, alors qu’une uniformité
des résultats conduirait & une meilleure reproductibilité. L’utilisation de I’indice de Rosner ou
le calcul d’un pourcentage de correction sont une solution, mais nécessite le calcul de seuils

de positivité dans chaque laboratoire.

Le dRVVT est sensible aux déficits en fibrinogéne et en facteurs II, V et X, qu’on peut
observer lors d’avitaminose K (liée a un traitement par anti-vitamine K (AVK) ou a une

carence en vitamine K), des insuffisances hépatiques ou des déficits isolés.

L’hydroxychloroquine, utilis¢ pour réduire I’inflammation dans le traitement du LES, peut

interférer faiblement sur les tests en affectant la formation des complexes 1gG B2GPI/PL%,

L’interprétation pendant la phase aigiie des événements thromboemboliques est aussi délicate,
car les patients peuvent étre traités avec des doses élevées d’anticoagulant, mais de plus une
augmentation des facteurs, comme le facteur VIII, peut étre observee, pouvant ainsi fausser

les temps de coagulation.
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Area of recommendation

ISTH 2009

BCSH 2012

CLSI 2014

Sample preparation

Double centrifugation

Double centrifugation

Double centrifugation

Assays to use

dRVVT and aPTT

dRWVT plus aPTT or others

dRVVT and aPTT and/or
others

Testing order

Screen-mix-confirm

Screen-mix-confirm

Screen-confirm-mix

Ratio derivation

NPP denominator

MNPP denominator

Rl mean denominator

Rl/cutoffs

99th percentile

97.5th percentile (if Gaussian)

97.5th percentile
(if Gaussian)

Calculations for
phospholipid-dependence

% correction of screen by
confirm, or
LA ratio (screenfconfirm)

% correction of screen by
confirm, or
LA ratio (screen/confirm)

% correction of screen by
confirm, or
LA ratio (screen/confirm)

Mixing test

Perform on 1:1 mixture with NPP;

Interpret with ICA or
mixing test-specific cutoff

Perform on 1:1 mixture
with NPP

Perform on 1:1 mixture
with NPP;

Interpret with ICA or mixing
test-specific cutoff

Testing patients on VKAs

Undiluted plasma if INR < 1.5;
Mix with NPP if INR > 1.5 <« 3.0

Screen and confirm on
1:1 mixture with NPP;
TSVT + ET or PNP

Screen and confirm on 1:1
mixture with NPP;
TSVT + ET or PNP

Testing patients on UFH

Interpret with caution

Mot recommended

Can detect LA in some
cases where heparin
neutralizer is effective

Interpretive reporting

Recommended

Recommended

Recommended

Abbreviations: aPTT, activated partial thromboplastin time; BCSH, British Committee for Standards in Haematalogy; CLSI, Clinical and Laboratory
Standards Institute; dRWVT, dilute Russell viper venom time; ET, Ecarin time; ICA, index of circulating anticoagulant; INR, international normalized
ratio; ISTH, International Society on Thrombosis and Haemostasis; LA, lupus anticoagulant; NPP, normal poaled plasma; PNP, platelet neutralization
procedure; R, reference interval; TSVT, Taipan snake venom time; UFH, unfractionated heparin; VKA, vitamin K antagonist.

FIGURE 18 RESUME DES RECOMMANDATIONS DES ISTH, BCSH ET CLSI DANS LE DIAGNOSTIC DU LUPUS
ANTICOAGULANT?06

g. Performances des différents tests

Il existe de nombreuses sources de variation pour la detection du LA, allant de la phase pré-
analytique jusqu’a la phase post-analytique, comme le choix des tests, 1’interprétation des
résultats, la préparation des échantillons, le type de PL ou encore I’expression des résultats et
le calcul des cut-offs. Les taux de faux-positifs et faux-négatifs restent encore relativement

élevés.

En théorie, tous les tests dépendants des PL sont adaptés a 1’étape de dépistage. Les
recommandations internationales préconisent I’utilisation du temps de céphaline activée
(TCA) sensibilisé et le temps de venin de vipére Russell dilué (dRVVT), mais il existe
d’autres tests de dépistage disponibles sur le marché. Leur utilisation a principalement été
découragée en raison de leur expérience limitée plut6t que de leur faible performance.

Le temps de thromboplastine diluée (TTD) est un temps de Quick sensibilisé avec une
thromboplastine recombinante trés diluée. La présence d’un LA peut étre détectée par un
allongement du TTD. Néanmoins cette technique est peu specifique, le TTD pouvant étre

allongé en cas de déficits en facteurs explorés par le temps de Quick (VII, X, V, II),
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d’hyperfibrinogénémie, d’anticorps anti-VIII de titre €leveé, ou encore en présence d’héparine.
De plus, il existe une grande variabilité des réactifs de thromboplastine, ce qui n’en fait pas un
test de premier choix. Cependant, des études ont montré que 1’allongement du TTD est
associé aux thromboses'%’ avec une sensibilité et une spécificité élevées pour la détection des
LA causé par les anti-B2GPI et les aPT.

Le KCT (Kaolin Clotting Time), bien que reconnu comme 1’un des plus sensibles du fait de sa
faible concentration en PL, n’est pas recommandé en raison de difficultés techniques,
induisant ainsi une mauvaise reproductibilité comparée aux autres tests disponibles. En effet,
la turbidité du kaolin et le besoin d'une technique manuelle rendent le KCT inapproprié pour
des tests de dépistage a grande échelle.

L’utilisation d’acide ellagique ou de kaolin comme activateurs n’est pas non plus conseillée
car ils sont peu sensibles au LA.

Les tests basés sur I’utilisation des venins de serpent comme 1’écarine ou la textarine ne sont
pas non plus préconisés car il n’existe pas de tests commerciaux bien standardisés basés sur
ces principes.

Il est recommandé¢ aujourd’hui d’utiliser des tests combinés, incluant a la fois I’étape de

dépistage et 1’étape de confirmation.

Plusieurs études comparatives ont été réalisées afin d’évaluer les différents tests disponibles.

Par exemple, une analyse de trois enquétes du UK National External Quality Assesment
Scheme (NEQAS)!% compare les résultats du PTT-LA, du dRVVT et du KCT. Un diagnostic
correct avait été fait par 94% des centres utilisant le dRVVT et 85% utilisant le KCT. En
revanche, un LA faible n’avait pas été détecté par la moitié des centres. Ces résultats montrent
le besoin d’une plus grande conformité dans la sélection et la performance des tests. Une autre
étude a consistée a tester 336 sujets souffrant de pathologies auto-immunes diverses en
utilisant différents réactifs : un TCA sensibilisé, un dRVVT et un TTD, Elle conclut a une
corrélation de tous les tests avec des antécédents de thromboses, a une association plus forte
avec les thromboses qu’avec les événements obstétricaux, a une association forte entre
thromboses et LA dépendants de B2GPI mais une tres faible sensibilité, et une association

forte entre thromboses et LA dits « double positifs », détectés par tous les tests.

La sensibilité du PTT-LA est trés variable en fonction des nombreux réactifs commercialisés,
ces différences seraient liées a la concentration en PL°, mais aussi aux types de PL* et aux

types d’activateurs utilisés.
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Le dRVVT est I’'un des tests les plus utilisés dans la détection du LA. Il est considéré comme
le test de choix et le plus corrélé au risque de thromboses!'t. 1l est supposé entrainer le moins
de faux-positifs et se révele étre le plus spécifique et le plus robuste. Pourtant, de nombreuses
variations de sensibilité et de spécificité ont déja été rapportées par de nombreuses études.
Elles seraient liées a de nombreux facteurs méthodologiques et réactifs-dépendants.

Une des premiéres causes possibles de ces variations peut étre le venin de la vipére Russell*!?,
Il peut exister, en effet, une hétérogénéité dans la composition du venin, entre autres en
fonction de la localisation géographique, la saison, le sexe de la vipere, le cycle reproductif...
Bien que ces variables biologiques soient controlées dans la plupart des élevages
(température, exposition a la lumiere, régime alimentaire), elles peuvent affecter les récoltes
de venin.

Une autre variable est la source des PL et la concentration utilisée. Ces derniers peuvent
provenir de plaquettes congelés/décongelés, d’un mélange de PL relativement purs (comme la
phosphatidylsérine ou la phosphatidyléthanolamine) ou plus fréquemment extraits du cerveau
de lapin ou de PL synthétiques. Une étude a montré I’intérét de I'utilisation d’un mélange
dilué de lipides de lapin plutét que de lipides purs individuels ou de plaquettes
congelés/décongelés dans la préparation des liposomes*®3,

Triplett a étudié la performance de différents kits commerciaux du dRVVT4 de méme que
McGlasson et son équipe plus récemment!®. Ces derniers montrent I’importance de
I’utilisation des ratios dans 1’interprétation finale du résultat, qui entraineraient des variations
plus légéres entre chaque Kit.

11 est de plus nécessaire d’utiliser des réactifs propres a chaque type d’analyseurs'?®,

Test specimen ADI? BlﬁcAlUt LA(]ST?;:,”‘UH Viperquik (l:“:: 5::;:;:21 Manchester U(IS]E;IT
LA-positive n=23 96% 96% 100% 96% 100% 100% 87%
Heparin ex vivo n=20 25% 100% 10% 100% 15% 100% 95%
Stable oral anti-coagulated n=20 45% 30% 75% 25% 80% 75% 85%
Factor VIII inhibitors n=14 43% 7% 50% 29% 50% 7% 64%
Hemophilia A n=11 9% 0% 8% 0% 27% 0% 0%
Hemophilia B n=8 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
Sensitivity 96% 96% 100% 96% 100% 96% 96%
Specificity 73% 62% 64% 60% 60% 51% 48%

This table summarizes the frequency (%) of prolonged dRVVT results utilizing various manufacturers’ dRVVT test systems. These results
were originally reported in conjunction with the Sixth International Symposium on antiphospholipid antibodies held in Leuven, Belgium
(1984). The dRVVT reagents currently marketed may have significantly different characteristics when compared to those reported in the
above table. Laboratories should be well informed concerning characteristics of diagnostic reagents utilized in the detection/identification
of lupus anticoagulants.

“Heparin neutralizing agents present in reagents.

FIGURE 19 INCIDENCE DES DRVVT PROLONGES EN FONCTION DU KIT COMMERCIAL?
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Une autre cause de variation est la grande hétérogéneité des différents LA. Les LA résultent
de la présence d’anticorps IgG ou IgM, plus rarement IgA, visant principalement les anti-
B2GPI et les aPT. Les différents tests ne permettent pas I’identification de I’antigéne cible
mais mesurent seulement 1’effet anticoagulant induit. Une revue de la littérature suggere que
certains LA réagissent mieux a certains tests plutét qu’a d’autres. Par exemple, le dRVVT
serait plus sensible a un LA dépendant de la B2GPI, alors que le KCT ou le PTT-LA seraient
plus sensibles au LA avec des anticorps aPT!’. Dans la méme étude, Pengo et son équipe ont
montré que les LA puissants sont positifs dans plus d’un test. Cette notion a été démontrée a

plusieurs reprises dans différentes études postérieures.

4) Vers de nouveaux margueurs biologiques

La recherche de LA dépendant de la B2GPI est une piste pour la mise en place de nouveaux
marqueurs biologiques prédictifs. Plusieurs études ont décrit les anti-B2GPI comme les aPL
les plus pathogenes. Une équipe a mis au point une technique permettant de discriminer les
LA suivant que 1’allongement des temps de coagulation était dii un aPL de type anti-B2GPI
ou d’un autre type'!8. Lors de I’étape de confirmation de la dépendance aux PL, I’ajout de
cardiolipine corrigeait 1’allongement du TCA uniquement avec les LA de type anti-B2GPI.
Par la suite, il a été montré qu’un LA dépendant de la présence d’anti-B2GPI était associé a
un risque thrombotique majeur, alors qu'un LA non dépendant de la B2GPI n’induisait pas de
risque thrombotique!®®. Une récente étude internationale multicentrique a confirmé que ce test
était plus fortement corrélé au risque de thrombose qu’une simple recherche de LA,

Dans une autre méthode, 1’utilisation de chlorure de calcium & faible concentration (5mM)
montre un allongement plus important des temps de coagulation du PTT-LA chez les patients

avec un LA dépendant de la B2GPI que chez les autres patients non B2GPI-dépendantst?,

La recherche spécifique du domaine | de la B2GPI par Elisa, par des mutants tronqués de la
B2GPI, a été mise au point, afin de détecter spécifiquement les 1gG reconnaissant la séquence
peptidique Gly40-Arg43 du domaine I, considérés comme étant les principaux responsables
des manifestations cliniques, avec une présence corrélée au risque thrombotique®l. Une autre
étude internationale multicentrique confirme ces résultats et montre I’intérét de ce test qui est

plus performant pour prédire le risque thrombotique et obstétrical®’.
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D’autres marqueurs prédictifs sont a I’étude comme le test de génération de thrombine qui
mesure la quantité de thrombine générée, et permet de mettre en évidence la résistance a la

protéine C activée, ou encore la recherche de la résistance a I’annexine V.

VII. TRAITEMENT

Des recommandations ont été proposées pour la prévention et le traitement a long terme des

thromboses dans le SAPL lors du 13 congreés international des aPL de 201124,

1) Traitements disponibles

Les anticoagulants sont le traitement de référence du SAPL. Les traitements sont identiques
que le syndrome soit primaire ou secondaire. Le traitement des événements
thromboemboliques est généralement réalisé en ambulatoire, certains patients peuvent
nécessiter une hospitalisation s’ils présentent une thrombose veineuse profonde massive, une
embolie pulmonaire symptomatique, un risque hémorragique important sous traitement

anticoagulant ou la présence de comorbidités.

Les molécules disponibles sont les héparines, a type d’héparine non fractionnée (HNF) ou
d’héparine de bas poids moléculaire (HBPM), par voie injectable, suivies par un relais par
voie orale par les antivitamines K (AVK) au long court'??,

Lors des evénements thrombotiques aigus, les héparines sont le traitement de premiére
intention. Les HBPM sont généralement préférées aux HNF, sauf dans certaines circonstances
comme le risque hémorragique, ou les HNF peuvent étre rapidement neutralisées par la
protamine, ou chez I’insuffisant rénal. Plusieurs types d’héparine sont disponibles sur le
marché et la posologie varie en fonction du produit et du patient.

Les AVK sont genéralement introduits simultanément aux héparines, et les traitements se
chevauchent environ quatre a cinq jours jusqu’a atteindre 1’International Normalized Ratio
(INR) cible (2-3) deux jours consécutifs. Le traitement par AVK nécessite un suivi étroit par
I’INR, du fait de leur forte variabilité inter- et intra-individuelle (nombreuses interactions

médicamenteuses, alimentaires, pathologies intercurrentes...), pouvant impacter la qualité de
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vie des patients. Les surdosages sont fréguents, exposant a des risques hémorragiques, ainsi
que les sous-dosages, exposant a des risques thrombotiques.

Le traitement est adapté pendant la grossesse, les AVK étant contre-indiqués, ils sont
substitués par les HBPM a dose prophylactique ou intermédiaire, associées a des faibles doses
d’aspirine (75-100 mg).

L’utilisation d’anticoagulants oraux directs (AOD) n’est, a ce jour, pas recommandée, car il
n’existe pas assez de données et elles sont contradictoires en fonction des profils des patients.
Les molécules disponibles sont le rivaroxaban (inhibiteur direct du facteur Xa), le dabigatran
(inhibiteur direct du facteur Ila) et I’apixaban (inhibiteur direct du facteur Xa). Ils pourraient
étre une bonne alternative aux AVK, car ils présentent moins de variabilités et d’effets
indésirables a type d’hémorragies, leur posologie est fixe, et ils ne nécessitent pas de suivi (en
dehors de situations pathologiques).

Une étude prospective récente, I’étude RAPS, compare le rivaroxaban et la warfarine (AVK)
chez des patients avec un SAPL thrombotique avec ou sans LES. Son but était de démontrer
que I’effet du rivaroxaban n’est pas inférieur a celui de la warfarine et d’étudier sa tolérance.
Les conclusions montrent que le rivaroxaban, en se basant sur le potentiel de thrombine
endogéne, est inférieur a la warfarine, mais comme il n’y a pas eu d’augmentation du risque
thrombotique sous rivaroxaban, cette molécule pourrait étre une alternative efficace et sire'?,
Actuellement, I’utilisation des AOD pourrait étre une option chez les patients avec une

intolérance ou une allergie aux AVK ou avec un contrdle insuffisant!?,

De nombreux patients atteint d’'un LES sont aussi traités par hydroxychloroquine, pour son
action anti-inflammatoire, immunomodulatrice et métabolique, mais elle pourrait aussi avoir
un effet bénéfique chez les patients lupiques avec un SAPL, avec une diminution du risque
thrombotique artériel et veineux!?®, mais ceci reste a ce jour encore incertain. 1l est tout de
méme recommandé d’utiliser I’hydroxychloroquine chez tous les patients lupiques avec des

aPL, mais son utilisation dans le SAPL primaire reste encore a 1’étude.

D’autres molécules sont citées dans les recommandations du 14° congrés international sur les
anticorps aPL*?3,

Les statines, aux propriétés hypocholestérolémiantes ayant aussi une action anti-
inflammatoire, anti-thrombotique et immunomodulatrice, ne sont proposées que chez les

patients avec un SAPL présentant une dyslipidémie.
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Le rituximab, anticorps monoclonal chimérique anti-CD20, pourrait avoir un réle a jouer dans
les SAPL aux manifestations hématologiques, microthrombotiques/microangiopathiques, ou
encore dans le CAPS. Le belilumab, anticorps monoclonal humain, utilisé, en association
avec le traitement habituel, chez les patients atteints de LES actif malgré un traitement
standard, n’a pas encore été étudié dans la prévention des thromboses.

Les inhibiteurs du complément, comme 1’éculizumab, anticorps monoclonal dirigé contre la
fraction C5 du complément, pourrait jouer un rdéle adjuvant ou principal dans les SAPL
réfractaires, mais plus de données cliniques sont encore nécessaires.

Les peptides, dirigés contre les domaines I ou V de la B2GPI, aujourd’hui seulement testés
sur des etudes in-vitro ou dans des modeéles murins, pourraient étre un élément important dans
le futur de la thérapeutique du SAPL.

La vitamine D, ayant de nombreux effets immunomodulateurs, est recommandée chez tous les

patients présentant un déficit, sur les mémes recommandations que la population générale.

2) Prévention primaire

Une prévention primaire est proposée chez les patients porteurs d’aPL asymptomatique.
Celle-ci consiste en un contrble strict des facteurs de risques cardiovasculaires : des
traitements adéquats contre 1’hypertension, contre les dyslipidémies, la mise en place de
mesure afin de lutter contre 1’obésité, le tabagisme... Chez ces mémes patients, une
prophylaxie par HBPM a dose préventive est préconisée dans les situations a haut risque telles
que la chirurgie, I’immobilisation prolongée et le post-partum.

En revanche, chez les patients avec un profil & haut-risque d’aPL, une prophylaxie par faible
dose d’aspirine est recommandée’?®®, plus particuliérement en présence d’autres facteurs de

risque de thromboses.

Chez les patients lupiques, il est préconisé de rechercher réguliérement des aPL méme chez
un patient n’ayant jamais présenté de symptomatologie clinique a type de thromboses ou de
complications obstétricales. Une découverte fortuite de LA ou d’aCL a taux moyen ou éleve
doit entrainer une prévention primaire par aspirine a faible dose et d’hydroxycholoroquine. En
effet, il a été démontré dans de nombreuses études que la présence d’aPL dans le cadre d’un

LES augmente le risque de thrombose et que la prise d’aspirine réduirait ce risque'?’128,
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3) Prévention secondaire

Le risque de récidives, suite a un premier événement thromboembolique, est élevé en
particulier chez les patients a haut risque (triples positifs), et celles-ci sont plus fréquentes en

I’absence de prophylaxie secondaire®.

La prévention secondaire des manifestations thromboemboliques du SAPL primaire ou
secondaire est donc nécessaire afin d’éviter tout risque de récidives. A ce jour, les AVK au
long cours sont utilisés. L’INR cible recommandé¢ est situé entre 2 et 3, suite a des études ne
montrant pas une diminution du risque de récidive avec des posologies plus élevées!?®1%0,
Chez les patients présentant des atteintes artérielles, la prise en charge est discutée. L’objectif
d’INR recommandé est supérieur a 3. Une étude a en effet montré qu’il existait des risques de
récidive chez ces patients lorsque I’INR cible était compris entre 2 et 3, et que ces risques
étaient inférieurs lorsque I'INR était supérieur a 31!, Mais d’autres alternatives sont
proposées, comme 1’association d’aspirine a faible dose et d’AVK avec un INR cible compris
entre 2 et 3. Une estimation du risque hémorragique devrait étre faite avant de prescrire des
AVK avec un objectif d’INR supérieur a 3 ou une combinaison d’aspirine et d’AVK.

Les patients non lupiques ayant présenté en premier événement un AVC (sans embole
d’origine cardiaque) avec un facteur déclenchant transitoire et un profil biologique a faible

risque peuvent recevoir uniquement de 1’aspirine a dose antiagrégante.

Les experts recommandent que les patients ayant un SAPL défini avec thrombose recoivent
un traitement d’une durée indéfinie par anticoagulant. Cette anticoagulation au long cours est
nécessaire, une revue de la littérature a en effet montré que la récidive aprés I'arrét du
traitement était 40% plus élevée dans une population avec un SAPL que dans une population
avec des thromboses non reliées a un SAPL2, Cette durée peut étre réduite a 3 & 6 mois chez
les patients présentant un premier événement veineux, avec un profil biologique a faible
risque et un facteur déclenchant transitoire.

L’estimation du risque de saignement est essentielle avant 1’instauration d’un traitement au
long cours, plus particulierement lors de posologies ¢élevées ou d’association

médicamenteuses.

Pour les cas difficiles ou résistants, chez des patients présentant des thromboses récidivantes,

des fluctuations de I’INR, des saignements majeurs ou des risques hémorragiques graves, les

50



alternatives thérapeutiques pourraient comporter les traitements par HBPM au long cours,

I’hydroxychloroquine ou les statines.

FIGURE 20 ALGORITHME DU TRAITEMENT DU SAPL®®
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DEUXIEME PARTIE :

EVALUATION DU SILICA CLOTTING TIME DANS
LE DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE DU SYNDROME
DES ANTIPHOSPHOLIPIDES

52



|.  OBJECTIF DE L’ETUDE

L’objectif de notre étude est d’évaluer le réactif Silica Clotting Time (SCT) proposé par le
laboratoire Werfen® (HemosIL® Silica Clottig Time) dans le diagnostic biologique du SAPL,
en le comparant avec les deux techniques utilisées au laboratoire d’hématologie du CHU
Timone, le PTT-LA et le dRVVT.

1. SILICA CLOTTING TIME

Le SCT fut décrit pour la premiére fois par Chantarangkul et son équipe®. Leur but était de
développer un test de dépistage simple, utilisant la silice comme activateur et compatible avec
les automates photo-optiques, combiné a un test de confirmation, afin de faciliter le diagnostic
du LA et de remplacer le KCT. En effet, le kaolin, en raison de probléme de turbidimétrie et
de sédimentation, n’est pas compatible avec les appareils photo-optiques.

A partir de plasmas de différents groupes de population, ces chercheurs ont détermine la
concentration optimale en silice (17.5 mg/dL), I’influence et la concentration optimale en PL
(16.1 pg/mL et 1.61 mg/dL). Ils ont montré que I’utilisation d’une faible concentration en PL
permettait une meilleure discrimination entre patients et sujets sains, a 1’inverse d’une
concentration nulle en PL.

Ils ont ensuite étudié la performance du SCT en calculant le pourcentage de correction pour

chaque patient.

SCT (low phospholipids) — SCT (high phospholipids)
X

100
SCT (low phospholipids)

% de correction =

La valeur de positivité a été établie a un pourcentage de correction supérieur a 4.6% (95°

percentile de la distribution d’une population de sujets sains).
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FIGURE 21 POURCENTAGE DE CORRECTION DU SCT A FAIBLE ET FORTE CONCENTRATION

Le pourcentage de correction des patients a été supérieur a la valeur seuil déterminée pour les
patients préalablement diagnostiqués avec un LA par une autre technique, et inférieur pour
tous les autres groupes, a 1’exception de sept des huit patients hémophiles présentant des anti-
facteurs VIII. L’équipe conclut donc a une grande sensibilité (100%) du SCT, permettant de
différencier les LA des autres causes d’allongement des temps de coagulation comme les
traitements anticoagulants oraux, 1’héparine ou les cirrhoses du foie. En revanche, la
spécificité est moins bonne, en particulier pour les patients présentant un anticorps anti-

facteur VII1I.
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I1l. MATERIELS ET METHODES

1) Sélection des patients

Les plasmas de 230 patients, ayant bénéficié, sur la période de mars 2017 a septembre 2017,
d’une demande de recherche de LA dans le laboratoire d’hématologie de I'hdpital de la
Timone (Marseille, AP-HM, France), ont été sélectionnés. Parmi eux, 16 patients ont été
exclus de I’étude en raison d’une héparinémie circulante supérieure a 0.15 Ul/mL au moment

du prélevement.

L’effectif total de 1’étude fut donc de 214 patients, comprenant 132 femmes et 82 hommes,
agés de 2 a 95 ans (avec une moyenne d’age de 47 ans). La majorité des demandes (plus de
70%) provenaient du service de Meédecine Interne du CHU Timone et du Centre

d’Exploration des pathologies Hémorragiques et Thrombotiques (CEHT).

Autres services _
18%

~Médecine interne
' 37%

Neurclogie __
6%

CEHT-
36%

FIGURE 22 REPARTITION DES DEMANDES PAR SERVICE

Durant cette étude, deux approches ont été choisies afin d’étudier au mieux les performances
SCT.

La premiere approche a consisté a évaluer le test SCT selon des critéres purement
biologiques. Dans ce cadre, la totalité de I’effectif, soit 214 patients, a été séparée en quatre

groupes en fonction des résultats des tests utilisés en pratique au laboratoire, & savoir la
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positivité ou non du test PTT-LA et du test DRVVT. Nous n’avons pas pris en compte, dans
cette répartition, les résultats des explorations réalisées en Immunologie a savoir la présence
ou pas d’aCL et/ou anti-B2GP1. Nous avons ainsi constitué 4 groupes. :

- Groupe A, composé des patients PTT-LA+/dRVVT-

- Groupe B, composé des patients PTT-LA-/dRVVT+

- Groupe C, composé des patients PTT-LA+/dRVVT+

- Groupe D, composé des patients PTT-LA-/dRVVT-

La deuxiéme approche a été réalisée en prenant en compte des données cliniques. L’effectif
a eté réduit a 126 patients, apres exclusion des 88 patients non contrélés a 12 semaines.
Quatre groupes ont été constitués en fonction de la clinique et de la biologie, selon les critéres
internationaux de classification du SAPL :
- Groupe 1, composé des patients LA+ a deux reprises a 12 semaines d’intervalle avec
au moins un critere clinique du SAPL (thrombose et/ou complications obstétricales)
- Groupe 2, composé des patients LA+ a deux reprises a 12 semaines d’intervalle sans
critéres cliniques du SAPL
- Groupe 3, composé des patients LA- avec un contexte auto-immun
- Groupe 4, compose des patients LA- sans contexte auto-immun, avec ou sans criteres
cliniques du SAPL (thrombose et/ou complications obstétricales)
Dans cette analyse, une comparaison avec le profil immunologique (présence ou absence des

aCL et des B2GPI) a eté, de plus, réalisée.

2) Méthodes

Les plasmas ont été collectés, selon les recommandations du GFTH, sur des tubes citrate
trisodique 0.109M et double-centrifugés afin d’obtenir un plasma pauvre en plaquettes. Ils ont

été conservés a au moins -30°C et décongelés 5 minutes au bain-marie avant utilisation.

Le PTT-LA (PTT-LA® Diagnostica Stago) et le dRVVT Screen et Confirm (STA®-Staclot®
DRVV Screen and STA®-Staclot® DRVV Confirm, Diagnostica Stago) ont été réalisés sur
’analyseur STA-R Max® (groupe Stago).

Des contrbles de qualité ont été réalisés avant chaque manipulation, avec un plasma humain

citraté négatif ou positif en LA, lyophilisés (STA® Control LA 1+2 Diagnostica Stago).
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Les tests de mélange ont été effectues a volume égal avec un plasma humain citraté,
lyophilisé (COAG-NORM® Diagnostica Stago).

Les analyses ont été exécutées selon les procédures en vigueur au laboratoire et les résultats
ont été exprimés en IR pour le PTT-LA et en ratio normalisé pour le dRVVT. La présence
d’un LA fut conclue pour tous les patients avec au moins un des deux tests positifs (IR > 15

et/ou ratio normalisé dRVVT > 1.2).

Le SCT (HemosIL® Silica Clottig Time) a été testé sur 1’analyseur ACL TOP 500® (groupe
Werfen), avec les réactifs :
- SCT Screen contenant une suspension colloidale de silice, du tampon et un
conservateur,
- SCT Confirm contenant une suspension colloidale de silice, des PL synthétiques, du
tampon et un conservateur,
- SCT CaCl2 contenant du polybréne et un conservateur.
Des controles de qualité ont été réalisés avant chaque manipulation. Le contréle positif
(HemosIL® LA Positive Control) est un lyophilisat préparé a partir de plasmas humains issus
de donneurs chez qui la présence d’aPL est avérée, afin d’obtenir un pool de plasma,
additionné de tampon. Le controle négatif (HemosIL® LA Negative Control) est un
lyophilisat préparé a partir de plasmas humains citratés pauvres en plaquettes afin d’obtenir
un pool de plasma normal additionné de tampon.
Quarante témoins sains de moins de 50 ans, sans histoire clinique de thromboses et/ou de
complications obstétricales et sans traitement anticoagulant, ont permis d’établir les temps
témoins (moyenne des valeurs normales en seconde) Screen (37 secondes) et Confirm (33
secondes), utilisés dans les calculs de ratio.
Le méme groupe de témoins a, de plus, permis d’établir la valeur seuil de positivité du ratio
SCT normalisé. Elle correspond au 99° percentile, comme préconisé par les recommandations

internationales, et a été établie a 1,24.
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Les résultats ont été exprimés en ratio, et le résultat final en ratio normalisé.

Résultats Screen patient (secondes)

Ratio Screen =
Moyenne des valeurs normales en Screen (secondes)

Résultats Confirm du patient (secondes)

Ratio Confirm = -
/ oyenne des valeurs normales en Confirm (secondes)

Ratio Screen
Ratio Confirm

Ratio SCT normalisé =

l!!Q;

o
e —

N Werfen

FIGURE 23 STA-R MAX® (DIAGNOSTICA STAGO) ET ACL TOP 500® (WERFEN)

La recherche des aCL et des anti-B2GPI a été effectuée au laboratoire d'Immunologie de
I'ndpital de la Conception sous la direction du Pr Bardin (Marseille, AP-HM, France).

Les IgG et IgM anti-B2GPI ont été mesurés par deux kits ELISA spécifiques ORGENTEC
diagnostika® selon les recommandations du fabricant, utilisant une B2GPI purifiée
directement liée aux micropuits, avec un seuil de positivité fixé a 8 Ul/mL.

Les aCL ont eté déterminés avec deux ELISA "maison", avec des seuils de positivité établis a
22 Ul/mL pour les 1gG et 10 UI/mL pour les IgM.
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V. RESULTATS

1) Approche biologique

Aprés analyse des étapes de dépistage, mélange et confirmation du PTT-LA et du dRVVT des
214 plasmas sélectionnés au laboratoire, 135 plasmas ont été considérés comme positifs pour
un ou les deux tests utilisés au laboratoire, soit 63% de la cohorte.

L’analyse de I’ensemble de la cohorte (=214) par le SCT retrouve seulement 81 patients
positifs (37.9%), en se basant sur I’interprétation du ratio normaliseé (un ratio supérieur & 1.24
donnant un résultat positif).

Cette analyse globale met en évidence 62% de résultats négatifs avec le SCT, donc une
grande majorité des prélevements.

L’analyse de ces prélevements selon les méthodes de référence du laboratoire d’hématologie
révélait 63% de prélevements positifs.

L’analyse par le test statistique du Chi-2 d'indépendance montre une différence significative
entre les résultats (x2=27.3, p=1.78.107).
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FIGURE 24 NOMBRE DE PLASMAS POSITIFS SELON LES METHODES UTILISEES AU LABORATOIRE ET LE SCT

Ces premiers résultats ont permis de déterminer la sensibilité (Se) et la spécificité (Sp) de la
méthode SCT, comparées aux techniques utilisées dans notre laboratoire, ainsi que la valeur

prédictive positive (VPP) et la valeur prédictive négative (VPN).
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PTT-LA et/ou dRVVT positifs

PTT-LA et dRVVT negatifs

SCT positif Vrais positifs = 78 Faux positifs = 3
SCT négatif Faux négatifs = 57 Vrais négatifs = 76
Se = B _ 57.8% Sp = =96.2%
€=78+57 " 2" °7 P=7643 " "0°7
= = 0, — — 0,
VPP 7813 96.3% VPN 76157 57.1%

La sensibilité, représentant la capacité du test a donner un résultat positif chez un patient
malade, est de 57.8%.

La spécificité, représentant la capacité du test a donner un résultat négatif chez un patient non
malade, est de 96.2%. Ce pourcentage est probablement sous-estimé. En effet, deux des trois
plasmas négatifs en PTT-LA et dRVVT mais positifs en SCT proviennent de patients ayant
déja eu des résultats antérieurs positifs, pouvant ainsi faire évoquer des probables faux
négatifs en PTT-LA et dRVVT.

La VPP, représentant la probabilité que la maladie soit présente lorsque le test est positif, est
de 96.3%. Elle est, de méme que la spécificité, probablement sous-estimée.

La VPN, représentant la probabilité que la maladie ne soit pas présente lorsque le test est
négatif, est de 57.1%.

Ces résultats montrent donc une trés bonne spécificité, ainsi qu’une trés haute VPP du
SCT. En revanche, la sensibilité et la VPN sont faibles, ce qui expose a un fort risque de

faux négatifs.

En fonction du profil biologique obtenu selon les méthodes utilisées au laboratoire, quatre
groupes ont €té constitués afin d’évaluer le comportement du SCT dans chacun d’entre eux :

- 22 plasmas (10.3%) ont été inclus dans le groupe A (PTT-LA+/dRVVT-),

- 67 plasmas (31.3%) dans le groupe B (PTT-LA-/dRVVT+),

- 46 plasmas (21.5%) dans le groupe C (PTT-LA+/dRVVT+),

- 79 plasmas (36.9%) dans le groupe D (PTT-LA-/dRVVT-).
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FIGURE 25 REPARTITION DES PLASMAS DANS CHAQUE GROUPE

Les pourcentages de plasmas positifs et négatifs, obtenus avec le réactif SCT, différent entre
chaque groupe :

- 22.7% positifs et 77.3% négatifs dans le groupe A,

- 44.8% positifs et 55.2% négatifs dans le groupe B,

- 93.5% positifs et 6.5% dans le groupe C,

- 3.8% positifs et 96.2% négatifs dans le groupe D.

TABLEAU 1 : RESULTATS DU SCT EN FONCTION DES DIFFERENTS GROUPES BIOLOGIQUES

Groupe A Groupe B Groupe C Groupe D
PTT-LA+ PTT-LA- PTT-LA+ PTT-LA-
JdRWVT- JdRVWVT+ JdRWVT+ JdRVVT-
N 22 67 46 79
SCT+
N 5 30 43 3
% 22.7% 44.8% 93.5% 3.8%
SCT-
N 17 37 3 76
% 77.3% 55.2% 6.5% 96.2%
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FIGURE 26 POURCENTAGE DE PLASMAS POSITIFS ET NEGATIFS EN SCT EN FONCTION DES DIFFERENTS GROUPES
BIOLOGIQUES

Ces différents pourcentages montrent une grande disparité entre chaque groupe.

Dans le groupe A, lorsque le PTT-LA est le seul test positif, seulement 22.7% des
plasmas sont positifs en SCT. Ce pourcentage augmente a 44.8% dans le groupe B,
lorsque le dRVVT est le seul test positif. En revanche, lorsque les deux tests de référence
sont positifs, le pourcentage de positifs en SCT est de 93.5%.

En comparant, plus précisément, le PTT-LA et le SCT, la sensibilité obtenue est de 70.6%, la
spécificité de 77.4%, la VPP de 59.2% et la VPN de 85%. Lorsque la comparaison n’est faite
que sur ces deux tests, la sensibilité augmente au détriment de la spécificité.

De méme, en comparant le dRVVT et le SCT, la sensibilité obtenue est de 64.6%, la
specificité de 92.1%, la VPP de 90.1% et la VPN de 69.9%. Ces pourcentages sont

comparables a ceux obtenus en combinant les deux tests.

TABLEAU 2 : SENSIBILITE, SPECIFICITE, VPP ET VPN DU SCT EN FONCTION DE CHAQUE TECHNIQUE

Sensibilité Spécificité VPP VPN
SCT vs. PTT-LA 70.6% 77.4% 59.2% 85%
SCT vs. dRVVT 64.4% 92.1% 90.1% 69.9%
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Le calcul du coefficient de corrélation permet d’étudier ’intensité de la liaison qui peut
exister entre deux ou plusieurs variables. Sa valeur se situe entre [-1, 1] et plus elle est proche
de 1 ou -1, plus le lien linéaire entre les deux variables est fort.

Pour I’étude du coefficient de corrélation, deux populations ont été étudiées : les plasmas
PTT-LA+ avec une comparaison de I'IR et du ratio normalis¢ du SCT, et les plasmas
dRVVT+ avec une comparaison des ratios normalisés dRVVT et SCT.

Le coefficient de corrélation entre I’IR et le ratio normalisé du SCT est de 0.56 (figure 27), ce
qui indique une faible corrélation positive. En revanche, le coefficient de corrélation entre les
ratios normalisés du dRVVT et du SCT est de 0.83 (figure 28), ce qui montre une forte

relation positive.
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Tous ces résultats tendent a établir une corrélation plus forte entre le SCT et le dRVVT
qu’entre le SCT et le PTT-LA.

En associant dans 1’analyse les résultats des aCL et des anti-B2GPlI, la sensibilité du SCT
varie considérablement.

En s’intéressant a la population LA+ avec au moins un marqueur immunologique positif (aCL
ou anti-B2GPI positif), la sensibilité du SCT passe a 81.2%, augmentant ainsi de 35.3%. De
méme dans la population triple positive (PTT-LA et/ou dRVVT, aCL et anti-B2GPI positifs),
la sensibilité du SCT passe a 93.1%.

En conclusion de I’approche biologique, le SCT présente une bonne spécificité, mais une
sensibilité assez faible, comparé aux tests utilisés actuellement au laboratoire. Il est, de
plus, mieux corrélé au dRVVT qu’au PTT-LA.

2) Approche clinique

L’interprétation la plus pertinente doit étre réalisée en prenant en compte les critéres
cliniques, le SAPL étant, selon sa définition, basé sur 1’association de critéres biologiques et

cliniques.

En ne se basant, tout d’abord, uniquement sur des critéres cliniques (présence ou absence de
thromboses et/ou complications obstétricales), 113 patients des 214 inclus dans notre étude
ont présenté des événements cliniques. Parmi eux, 43 (38.1%) ont un SCT positif et 70
(61.9%) un SCT négatif. Les 101 patients restants n’ont jamais eu d’événements cliniques, 38
(37.6%) présentent un SCT positif et 63 (62.4%) un SCT négatif. Une sensibilité de 38.1% et

une spécificité de 62.3% du SCT sont obtenus en fonction du seul critére clinique.

En prenant en compte a la fois des criteres cliniques et biologiques, quatre groupes ont été
formés (tableau 3) :

- Groupe 1(n= 27) composé des patients LA+ a deux reprises a 12 semaines
d’intervalle avec au moins un critére clinique du SAPL (thrombose et/ou
complications obstétricales) et/ou des aCl et/ou anti-B2GP1

- Groupe 2 (n= 22) composé des patients LA+ a deux reprises a 12 semaines

d’intervalle sans critéres cliniques du SAPL
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- Groupe 3 (n=19) composé des patients LA- avec un contexte auto-immun
- Groupe 4 (n= 58) composé des patients LA- sans contexte auto-immun, avec ou sans

critéres cliniques du SAPL (thrombose et/ou complications obstétricales)

Le groupe 1 est composé a 78% de femmes, la moyenne d’age se situe a 46 ans et 37% des
patients ont des maladies auto-immunes associées. Les criteres cliniques sont a 55% des
thromboses veineuses, 22% des thromboses artérielles et 22% des complications obstétricales.
Le groupe 2 est composé a 73% de femmes, la moyenne d’age se situe a 50 ans et 59% des
patients ont des maladies auto-immunes associées.

Le groupe 3 est compose a 95% de femmes, la moyenne d’age se situe a 37 ans et 100% des
patients présentent donc une maladie auto-immune. Aucun n’a eu de thromboses ou de
complications obstétricales dans son histoire médicale.

Le groupe 4 est composé a 66% de femmes, la moyenne d’age se situe a 48 ans. Au niveau
clinique, 43% ont présenté des thromboses veineuses, 9% des thromboses artérielles, 12% des

complications obstétricales, et 35% n’ont jamais eu de thromboses et/ou de complications

obstétricales.

TABLEAU 3 : DONNEES DEMOGRAPHIQUES, CLINIQUES ET BIOLOGIQUES DES DIFFERENTS GROUPES

GROUPE 1 GROUPE 2 GROUPE 3 GROUPE 4
27 22 19 58

% femmes 78% 73% 95% 66%
Moyenne d’age (SD) 46 ans (+/-13) | 50 ans (+/-19) | 37 ans (+/-15) | 48 ans (+/-17)
Thromboses vein. (n, %) 15, 55% - - 25, 43%
Thromboses art. (n, %) 6, 22% - - 5, 9%
Complications obst. (n, %) 6, 22% - - 7, 12%
MAI associées (n, %) 10, 37% 13, 59% 19, 100% -
PTT-LA+/dRVVT- (n, %) - 2, 9% - -
PTT-LA+/dRVVT+ (n, %) 10, 37% 6, 27% - -
PTT-LA+/dRVVT+ (n, %) | 15, 56% 14, 64% - -
PTT-LA-/dRVVT- (n, %) 2, ™% - 19, 100% 58, 100%
aCL+/anti-B2GPI - (n, %) - 2, 9% - 1, 2%
aCL-/anti-B2GPI+ (n, %) 1, 4% 2, 9% 1, 5% 2, 3%
aCL+/anti-B2GPI+ (n, %) 14, 52% 6, 27% - 1, 2%
aCL-/anti-B2GPI- (n, %) 12, 44% 11, 50% 15, 79% 49, 84%
Non réalisés (n, %) - 1, 5% 3, 16% 5, 8%
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TABLEAU 4 : RESULTATS DU SCT EN FONCTION DES DIFFERENTS GROUPES CLINIQUES

GROUPE 1 GROUPE 2 GROUPE 3 GROUPE 4
27 22 19 58

SCT+

N 23 19 0 0

% 85.2% 86.4% 0% 0%
SCT-

N 4 3 19 58

% 14.8% 13.6% 100% 100%

TABLEAU 5: RESULTATS DU SCT EN FONCTION DES DIFFERENTS GROUPES CLINIQUES ET DU PROFIL

BIOLOGIQUE
GROUPE 1 GROUPE 2 GROUPE 3 GROUPE 4
27 22 19 58
PTT-
LA+/dRVVT-

N 0 2 0 0
SCT+ (n, %) - 1, 50% - -
SCT- (n, %) - 1, 50% - -

PTT-LA-
JdRVVT+

N 10 6 0 0
SCT+ (n, %) 6, 60% 5, 83.3% - -
SCT- (n, %) 4, 40% 1, 16.7% - -

PTT-
LA+/dRVVT+

N 15 14 0 0
SCT+ (n, %) 15, 100% 13, 92.9% - -
SCT- (n, %) 1, 7.1% - -
PTT-LA-

JdRVVT-

N 2 0 19 58
SCT+ (n, %) 2, 100% - - -
SCT- (n, %) - - 19, 100% 58, 100%
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Dans le groupe 1, 85.2% des plasmas sont positifs en SCT et 14.8% sont négatifs.

Le SCT est négatif chez 4 patients. Ces patients présentent pourtant un critere biologique,
avec un dRVVT positif isolément persistant a 12 semaines, sans marqueur immunologique
associé et un critere clinique du SAPL (un antécédent d’AVC, une EP, des thromboses
veineuses profondes récidivantes et des complications obstétricales).

En revanche, lorsque les deux tests de référence sont positifs, 100% des patients sont
positifs en SCT.

Deux patients connus pour un SAPL (avec au moins un critére clinique et un LA déterminé a
deux reprises a plus de 12 semaines sur des prélevements précédents, et un avec un anti-
B2GPI associé) présentent un PTT-LA et un dRVVT négatifs pour les plasmas testés. Il est

important de souligner que pour ces mémes patients, le SCT est positif.

Dans le groupe 2, 86.4% des plasmas sont positifs en SCT et 13.6% sont négatifs.

Le SCT est négatif chez 3 patients. Le premier présente cliniguement une thrombose veineuse
superficielle, et biologiqguement un dRVVT positif isolément persistant, sans marqueurs
immunologiques. Le second est suivi pour une maladie de Willebrand et présente un PTT-LA
positif isolément persistant, sans marqueurs immunologiques. Le troisieme est suivi pour une
thalassémie avec hémochromatose post-transfusionnelle et est positif a la fois en PTT-LA et

en dRVVT (les marqueurs immunologiques n’ont pas €té réalisés pour ce dernier).
Dans les groupes 3 et 4, les résultats obtenus avec le SCT sont identiques a ceux obtenus par

les méthodes utilisées au laboratoire. En effet, 100% des patients de ces deux groupes sont
négatifs en SCT, de méme qu’en PTT-LA et dRVVT.
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FIGURE 29 POURCENTAGE DE PLASMAS POSITIFS ET NEGATIFS EN SCT EN FONCTION DES DIFFERENTS GROUPES

CLINIQUES
Groupe 1 et 2 Groupe 3 et 4
SCT positif Vrais positifs = 42 Faux positifs=0
SCT négatif Faux négatifs=7 Vrais négatifs= 77
S 2 85.7% Sp = =100%
I A S P=7750= 77
= = 0, — — 0,
VPP 2250 100% VPN 7 91.7%

En formant des groupes en fonction de la clinique et la biologie, la sensibilité, spécificité,
VPP et VPN augmentent considérablement a 85.7%, 100%, 100% et 91.7% respectivement.
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Du point de vue immunologique, 100% des patients des groupes 1 et 2 chez qui la

recherche des aCL et/ou des anti-B2GPI est positive, présentent un SCT positif. Les trois

types de profils immunologiques sont présents, avec une grande majorité (80%) de patients
doubles positifs (aCL+ et anti-B2GPI +). Les 20% restants sont aCL+ (12%) ou anti-B2GPI+

(8%).

Lorsque le profil immunologique est négatif, la répartition est, par contre, plus aléatoire. Le

SCT est positif a 67% et donc négatif a 33% dans le groupe 1. Dans le groupe 2, il est positif

dans 82% et négatif dans 18% des cas.

TABLEAU 6 RESULTATS DES DIFFERENTS TESTS EN FONCTION DU PROFIL IMMUNOLOGIQUE
* dont 1 sans profil immunologique réalisé

IMMUNOLOGIE +
aCL et/ou anti-B2GPI +

IMMUNOLOGIE -
aCL et anti-B2GPI -

Groupe 1 (N=27)

N 15 12
PTT-LA+/dRVVT- (n, %) - -
PTT-LA-/dRVVT+ (n, %) 4, 27% 6, 50%
PTT-LA+/dRVVT+ (n, %) 10, 67% 5, 42%
PTT-LA-/dRVVT- (n, %) 1, 6% 1, 8%

SCT+ (n, %) 15, 100% 8, 67%
SCT- (n, %) - 4, 33%
Groupe 2 (N=22%)

N 10 11
PTT-LA+/dRVVT- (n, %) - 2, 18%
PTT-LA-/dRVVT+ (n, %) 3, 30% 3, 27%
PTT-LA+/dRVVT+ (n, %) 7, 70% 6, 55%

SCT+ (n, %) 10, 100% 9, 82%
SCT- (n, %) - 2, 18%
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FIGURE 31 POURCENTAGE DE SCT POSITIFS ET NEGATIFS EN FONCTION DU PROFIL IMMUNOLOGIQUE

En conclusion de I'approche clinique, en formant des groupes en fonction de la clinique
et de la biologie, la sensibilité, la spécificité, la VPP et la VPN du SCT augmentent
fortement. De plus, le SCT montre une tres bonne corrélation avec les profils

immunologiques positifs.
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V. DISCUSSION

Notre étude nous a donc permis d’évaluer le réactif SCT, en le comparant aux techniques
utilisées au laboratoire d’Hématologie du CHU Timone, le PTT-LA et le dRVVT.

Nos résultats de I’approche biologique indiquent une sensibilité de 57.8% et une spécificité de
96.2%. Une forte corrélation avec le dRVVT a été mise en évidence. L’analyse basée sur les
données clinico-biologiques permet d’augmenter considérablement la sensibilité (85.7%) et la
specificité (100%). Une forte corrélation avec les marqueurs immunologiques a été observée,

en particulier entre les patients connus comme « triples positifs ».

Malgreé un effort de standardisation par les différents groupes internationaux d’Hématologie et
plusieurs tests disponibles sur le marché, le diagnostic du LA reste aujourd’hui une démarche
biologique complexe. L’une des grandes difficultés est I'absence de gold-standard, c’est-a-dire
qu’il n’existe aucun test de référence permettant d’affirmer ou non la présence d’un LA. De
plus, parmi les tests disponibles, aucun n’est ni assez sensible ni assez spécifique, ce qui
nécessite I’utilisation de deux techniques basées sur des méthodologies différentes pour
démontrer la dépendance aux PL. Cependant, le diagnostic final du SAPL dans une
population présentant les critéres cliniques est entierement basé sur les résultats biologiques,
la sensibilité et spécificité des tests diagnostic est donc d’une grande importance. Une des
questions qui se pose est de savoir si nous devons privilégier la sensibilité ou la spécificité
dans la démarche diagnostic. Des données récentes de plusieurs essais cliniques indiquent que
le probléme majeur est le manque de spécificité et non de sensibilité des tests proposés'®.
Une des limites de notre étude est donc 1’absence de gold-standard dans le diagnostic du LA.
La combinaison des tests utilisés dans notre laboratoire, PTT-LA et dRVVT, a donc été

utilisée comme référence.

L’étude de la sensibilité et de la spécificité est une étape indispensable afin d’évaluer
I’efficacité et I’intérét d’une nouvelle technique de diagnostic. Les résultats de ces deux
parameétres varient selon I'approche choisie et les critéres utilisés (biologique, clinique et/ou

immunologique), comme nos résultats le montrent.

Suite a la premiére description du SCT par Chantarangkul et son équipe, plusieurs études ont

été réalisées afin d'évaluer cette nouvelle méthode de diagnostic. Les premieres ont consisté a
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affirmer les premiers résultats publiés, en comparant le SCT et le KCT. Tout d'abord, Norbis
et son équipe®® ont montré une corrélation trés significative a 0.936 entre ces deux tests. Plus
tard, Dragoni et son équipe'® ont utilisé la méthode de Bland et Altman, plus adaptée a la
comparaison de résultats obtenus par deux techniques différentes. Leur démarche leur a
permis d'aboutir a une bonne concordance, une bonne sensibilité (98.6%) et spécificité
(100%) du SCT comparé au KCT.

Une étude de 2006, par Grypiotis et son équipe®’, s'intéresse a l'utilisation du SCT chez des
patients présentant les critéres cliniques du SAPL. Leur démarche est différente puisqu'ils
sélectionnent les patients en fonction de la clinique et non de la biologie. lls déterminent
ensuite chez ces patients, ainsi que dans un groupe contrdle, la présence ou non d'un LA par
trois techniques différentes : le PTT-LA, le dRVVT et le SCT. De la sorte, ils obtiennent
respectivement des sensibilités de 31.1%, 31.1% et 53.3% et des spécificités de 100%, 98.9%
et 96.6%. Notre étude a, quant a elle, montré une sensibilité de 38.1% et une spécificité de
62.3% en ne se basant que sur les criteres cliniques. Grypiotis et son équipe ont ainsi souligné
une meilleure sensibilité du SCT comparé au PTT-LA et au dRVVT, ainsi qu'une trés bonne
spécificité, identique aux autres tests. La combinaison dRVVT/SCT fait apparaitre une
meilleure sensibilité que la combinaison dRVVT/PTT-LA. Cependant, aucune différence
significative n'avait été observée entre la sensibilité et la spécificité d'un ou de plusieurs tests
combinés. Du point de vue clinique, ils ont montré une association significative de la
combinaison dRVVT/SCT. En revanche, aucune corrélation n'a éte retrouvée entre les
événements thrombotiques et le SCT seul. Cette étude a de plus relevé une association
significative entre SCT, dRVVT, dRVVT/SCT et dRVVT/PTT-LA avec les IgG anti-B2GPI
et les 19G aCL, alors que le PTT-LA, lui, était associé seulement avec les IlgG/IgM aCL. Cette
recherche conclut ainsi que le SCT est un test sensible et spécifique pour le diagnostic du LA

chez des patients présentant des critéres cliniques du SAPL.

La méme année, Devreese et son équipe!® évaluent a leur tour le SCT, en le comparant plus
particulierement au PTT-LA. Pour la phase de dépistage, ils trouvent des sensibilités de
61.1% du SCT Screen et de 63.8% du PTT-LA, qui montent jusqu'a 72.2% et 90%
respectivement, par l'utilisation des ratios plutot que les temps en secondes. Pour la phase de
confirmation, la sensibilit¢ du SCT Confirm est évaluée a 30.6% avec une spécificité de
86.7%, bien moins bonnes que celles du Staclot-LA qui sont de 63.9% et 100%

respectivement. Dans notre étude, en comparant le SCT au PTT-LA, nous obtenons une
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sensibilité de 70.6% et une spécificité de 77.4%. Cette équipe a aussi établi que la sensibilité
du SCT chez les patients présentant des critéres cliniques du SAPL était inférieure au PTT-
LA et au dRVVT, de méme que la combinaison SCT/dRVVT avait une sensibilité inférieure a
la combinaison PTT-LA/dRVVT. lIs ont donc conclu que le SCT Screen avait une sensibilité
acceptable, mais qu'en revanche I'étape de confirmation avec le SCT Confirm avait une
sensibilité bien inférieure & celle du Staclot-LA. La combinaison SCT/dRVVT montre une
meilleure sensibilité que le SCT seul, mais elle reste inférieure a la combinaison PTT-
LA/dRVVT.

Une étude récente'® de 2016 s’interroge sur la précision du diagnostic du SCT dans une
population présentant des symptomes cliniques variés du SAPL. Elle confirme la nécessité
d’utiliser des seuils de positivité propres a I’appareil, mais préconise 1’utilisation d’une
méthode paramétrique, comme recommandée par le CLSI en 2016, plutdt que d’utiliser le 99°
percentile d’une population saine, ceci permettant une sensibilité et une spécificité plus haute.
Leurs résultats retrouvent, de méme que les études précédentes, une sensibilité faible du SCT
dans le groupe clinique (53%). En revanche, la sensibilité varie considérablement dans
certains sous-groupes tels que les triples-positifs ou elle monte a 85%. Dans notre étude, la
sensibilité des triples-positifs est évaluée a 93.1%.

Dans notre étude, nous n’avons pas pris en compte les patients sous traitement anticoagulants
oraux dans le diagnostic du LA. Cette question est toujours sans issue du fait des difficultés
d’interprétation des résultats obtenus avec les tests chronométriques phospholipides-
dépendants. Le SCT, tout comme les autres, peut conduire a de mauvaises interprétations.
Une étude menée par Tripodi et son équipe, portant sur ce sujet, a montré une bonne

sensibilité et une bonne spécificité du SCT chez des patients sous anticoagulants oraux°.

Cette revue de la littérature montre, en conclusion, des résultats assez similaires & ceux de
notre étude. Plusieurs questions se posent alors. Est-il nécessaire de calculer ses propres
valeurs seuils de positivité ? Comment expliquer la faible sensibilité du SCT ? La prise en
compte du contexte clinique a-t-elle une influence sur les résultats ? Et qu'en est-t-il du profil

immunologique ?

L’ISTH recommande 1’utilisation de seuil de positivité au 99° percentile de cinquante témoins
sains. Notre étude s’est donc basée sur ces recommandations, avec un seuil calculé a 1.24.

Nous avons, tout de méme, évalué la sensibilité et la spécificité, en prenant la valeur seuil
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fournie par le fournisseur, qui était de 1.16. En utilisant un seuil a 1.16, la sensibilité
augmente a 63% au détriment de la spécificité qui diminue a 91.1%. Nous avons donc préféré
choisir le seuil a 1.24 afin d'obtenir la meilleure des spécificités. D’autres recommandations
sont cependant aussi conseillées par d’autres groupes, comme 1’utilisation du 97.5¢ percentile,

non testée dans notre étude.

Les résultats de notre étude montrent une sensibilité du SCT de 57.8%, ce qui représente une
faible sensibilité, mais assez comparable aux autres données disponibles dans la littérature
scientifique. Aucun test, quelle que soit sa sensibilité, n’est capable a lui seul de détecter la
totalité des LA. La sensibilité est donc augmentée par la combinaison de deux tests. La
sensibilité, qui doit étre privilégiée lors de I’étape de dépistage, est influencée par divers
parametres : la présence de plaquettes résiduelles dans le plasma, le type et la concentration
de PL ou encore les caractéristiques des activateurs. Les tests utilisés au laboratoire sont
reconnus pour avoir une trés bonne sensibilité. Par exemple, le dRVVT, le plus corrélé aux
événements thrombotiques, présente une sensibilité comprise entre 96 et 100%, en revanche
sa spécificité varie de 60 a 73%. La spécificité plus faible des examens réalisés au laboratoire
induisent-ils des faux-positifs, qui sont par contre bien négatifs en SCT ?

La spécificité obtenue dans notre étude est en revanche tres élevée. Le risque de faux-positifs
est donc faible. Les différences les plus importantes se situent en particulier dans les groupes
ou le LA a été conclu seulement sur un seul test positif, le PTT-LA ou le dRVVT. En
remplagant 1’une ou I’autre des méthodes par le SCT, de nombreux diagnostics ne seraient pas
posés. En revanche, lorsque le PTT-LA et le dRVVT sont tous les deux positifs, le SCT est lui
aussi positif dans 93.5% des cas. Ces derniers sont trés probablement des LA puissants, car
positifs a plus d’un test, et sont donc plus thrombogénes, comme 1’ont démontré Pengo et son
équipel?’.

Notre étude a mis en évidence une corrélation forte entre SCT et dRVVT, supérieure a celle
entre le SCT et le PTT-LA. Ce résultat permet d’évaluer en premicre intention une bonne
corrélation entre ces deux tests, cependant, I'analyse statistique choisie n'est pas la plus
adaptee. En effet, la méthode de Bland et Altman aurait été plus juste dans la comparaison de

deux techniques différentes.

La grande hétérogénéité des aPL peut aussi expliquer cette discordance dans les résultats
obtenus. Tous les tests disponibles afin de rechercher un LA reposent sur un méme principe,

I’allongement des temps de coagulation PL-dépendants. Cependant, la spécificité des
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anticorps d’un LA déterminé selon telle ou telle technique est, a ce jour, difficile, voire
impossible, a déterminer.

Une faible proportion démontre une activité procoagulante, comme déja cité, ceux détectés
par le dRVVT avec les anti-B2GPI ou encore ceux détectés par le PTT-LA et les aPT. Nous
pouvons donc émettre 1I’hypothése que le SCT détecte un autre profil d’aPL, ce qui peut

expliquer ces différences de résultats entre le SCT et les tests utilisés au laboratoire.

Notre seconde approche nous permet de préciser nos résultats en fonction des données
cliniques. En ne sélectionnant les patients que sur la clinique, la sensibilité et la spécificité
diminuent tres largement a 38.1% et 62.3% respectivement. Ces résultats sont a nuancer. Nos
connaissances sur la thrombophilie nous montrent, en effet, qu’il existe de nombreuses causes
possibles de thromboses, et dans cette étude certains patients présentent d’autres facteurs de
risque (mutation du facteur Il de la prothrombine, mutation du facteur V Leiden, déficit en
protéine C/protéine S...). De plus, nous savons qu’il existe des patients triples-positifs n’ayant
encore jamais eu d’événements thrombotiques. En associant clinique et biologie, nos résultats
sont plus pertinents. Dans nos groupes 1 et 2, le SCT est positif dans plus de 85% des cas, et
dans le groupe 3 et 4 il est négatif dans 100% des cas comme les tests pris comme référence.
Cette approche nous permet d’améliorer considérablement notre sensibilité (85.7%) et notre
spécificité (100%), ainsi que nos VPP (100%) et VPN (91.7%). Dans un article, Galli et al.**
ont montré que les patients avec un LA peuvent étre séparés en deux groupes avec des risques
différents de développer des complications thrombotiques, en fonction de leur profil de
coagulation : les patients positifs en KCT appartiennent a un groupe a faible risque, alors que
ceux positifs en dRVVT appartiennent a un groupe a haut risque d’événements
thrombotiques. Cette notion est confirmée plus tard dans une autre étude, qui en revanche ne
retrouve pas de corrélation entre SCT et thromboses®:.

Une des observations mises en évidence dans ce travail est la corrélation avec I’immunologie.
Dans nos groupes 1 et 2, 100% des patients avec des aPL dépistés en immunologie (aCL et/ou
anti-B2GPI1) ont un SCT positif. De méme, la sensibilité du SCT est trés élevée chez les
patients triples positifs (PTT-LA et/ou dRVVT, aCL et anti-B2GPI positifs).

Les études sur le SCT restent encore assez rares dans la littérature scientifique. La plupart se
limitent & une évaluation de la sensibilité, la specificité, la concordance... L’absence de gold-

standard dans le diagnostic biologique complique 1’¢laboration de ce type d’étude. Les
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résultats de notre comparaison vont dans le méme sens que les précédentes, en montrant une
faible sensibilité, qui augmente en fonction des groupes de patients, en particulier en associant
les marqueurs immunologiques, mais la spécificité, quant a elle, est bonne. La combinaison
des critéres cliniques et biologiques donne, en revanche, de trés bons résultats.

Notre étude semble montrer que le SCT détecte un autre type d’aPL que le PTT-LA et le
dRVVT et qu’il permettrait alors une approche complémentaire a ces deux tests.

L’intérét serait d’évaluer plus précisément le risque thrombotique associé au SCT en
comparaison aux autres tests disponibles sur le marché, afin d’avoir les meilleures
performances diagnostic disponible au laboratoire.

Ainsi, les recherches futures devraient se concentrer sur la physiopathologie du SAPL, afin de
déterminer les aPL spécifiques de chaque LA détecté par chacune des techniques et d’étudier

le risque thrombotique propre a chacun.

Le SAPL reste a ce jour toujours une «énigme» 2 qui nécessite une meilleure
compréhension de la pathogénicité des aPL chez I’homme, afin d’identifier des parameétres
cliniques et biologiques définissant les patients a plus haut risque thrombotique ou obstétrical,
et d’établir un traitement ciblé. La découverte des meilleurs marqueurs prédictifs du risque

thrombotique est I’un des principaux enjeux des recherches concernant le SAPL.
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RESUME

Le syndrome des antiphospholipides est une entité clinico-biologique, associant la persistance
d’anticorps antiphospholipides a des thromboses veineuses ou artérielles ou a des
manifestations obstétricales.

Le diagnostic biologique est une étape indispensable, entrainant des répercussions
thérapeutiques pour le patient. 1l repose sur la mise en évidence de trois types d’anticorps
antiphospholipides : les anti-cardiolipines, les anti-béta2-glycoprotéine-1 et le lupus
anticoagulant. Ce dernier présente la capacité d’allonger les temps de coagulation
phospholipides-dépendants in-vitro. Sa recherche s’effectue au laboratoire par une démarche
en quatre étapes (dépistage, mélange, confirmation, élimination d’une coagulopathie
associée). De nombreux tests ont été proposés pour sa détection, mais des variabilités de
sensibilité et le manque de standardisation ont conduit a des recommandations dans le choix
des réactifs a utiliser. A ce jour, deux tests de dépistage, basés sur deux techniques
différentes, doivent étre utilisés : un TCA sensibilisé utilisant la silice comme activateur
(PTT-LA) et le temps de venin vipere Russell dilué (dRVVT).

L’objectif de ce mémoire est d’évaluer un autre réactif, le Silica Clotting Time (SCT), dans le
diagnostic biologique du syndrome des antiphospholipides, en comparaison avec les
techniques utilisées au laboratoire.

Deux approches ont été réalisées. Une premiere approche purement biologique a consisté a
tester 214 plasmas, en parallele, par les réactifs PTT-LA, dRVVT et SCT. Une seconde
approche, associant les critéres cliniques (présence ou absence d’événements thrombotiques
ou obstétricaux) et biologiques (présence et persistance ou absence de lupus anticoagulant), a
permis d’évaluer le SCT en fonction d’une population définie de patients. Une comparaison
avec les profils immunologiques a, de plus, éte réalisée.

Nos résultats de I’approche biologique indiquent une sensibilité de 57.8% et une spécificité de
96.2%. Une forte corrélation avec le dRVVT a été mise en évidence. L’analyse basée sur des
données clinico-biologiques permet d’augmenter considérablement la sensibilité (85.7%) et la
spécificité (100%). Une forte corrélation avec les marqueurs immunologiques a été observée,
en particulier chez les patients connus comme « triples positifs ». Nos résultats démontrent
I’excellente spécificité¢ du SCT dans un contexte clinique de SAPL.

Le SCT se présente donc comme une methode pertinente, pouvant avoir une position

intéressante au sein du diagnostic biologique du syndrome des antiphospholipides.

Mots-clés : Lupus Anticoagulant (LA), Silica Clotting Time (SCT), Syndrome des
antiphospholipides (SAPL), PTT-LA, dRVVT
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