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C5 : Complement 5

CAPS : Syndrome catastrophique des anti-phospholipides
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DAMP : Danger associated molecular pattern
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FT : Facteur tissulaire



HBPM : Héparine de bas poids moléculaire

IFN : Interféron

Ig : Immunoglobuline

IL : Interleukine

iNOS : Inducible nitric oxide synthase

IRAK : IL-1 receptor-associated kinase

IRF : Interferon regulatory factor

IRM : Imagerie par résonnance magnétique

kDa : Kilodalton

KO : Knock-out

LA : lupus anticoagulant

LBP : LPS binding protein

LDL : Low density lipoprotein

LES : Lupus érythémateux systémique

LPS : Lipopolysaccharides

LTA : Acide lipotéchoique
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MAF : Fréquence allélique mineure

MAL : MyD88-adaptor like

MFIU : Mort foetale intra-utérine
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NF-kB : Nuclear factor-kappa B
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I. RATIONNEL DE L’ETUDE

Le syndrome des anti-phospholipides (SAPL) est une maladie auto-immune systémique définie
par I’association de manifestations cliniques thrombotiques et/ou obstétricales récurrentes et la

présence d’anticorps anti-phospholipides (aPL) persistants et a titre significatif (1).

La physiopathogénie est imprécise et probablement multifactorielle avec notamment
I’interaction des aPL avec les cellules endothéliales induisant dans les vaisseaux sanguins un

état pro-inflammatoire et pro-coagulant favorisant la thrombose (2) .

La prise en charge thérapeutique a pour but de prévenir la survenue de thromboses. En 1'absence
de traitement, le risque de récidive est important, et certaines atteintes peuvent menacer le
pronostic vital. En prévention secondaire, 1’anticoagulation doit étre prolongée (3), a ’origine

de contraintes pour le patient dont un risque hémorragique non négligeable.

La recherche de facteurs pronostiques ou prédictifs de thrombose est un enjeu essentiel dans le
SAPL afin de pouvoir stratifier le risque thrombotique et proposer un traitement personnalisé.
L’identification de tels facteurs nécessite une meilleure connaissance des mécanismes

physiopathologiques a 1’origine des complications de la maladie.

Les récepteurs Toll-like (TLR) sont des protéines transmembranaires qui interviennent dans
I’immunité innée. Plusieurs études suggerent que les TLR jouent un réle important dans la
pathogénése des maladies auto-immunes (4), que I’on caractérise généralement par une rupture
de tolérance a I’auto-antigeéne.

Des travaux ont également mis en évidence 1’implication du TLR4 dans la régulation de la
dysfontion endothéliale (5) (6).

L’absence de formation du complexe TLR avec les lipopolysaccharides (LPS) réduit I’activité
thrombogéne (7). Deux polymorphismes de TLR4, rs4986790(Asp299Gly) et rs4986791
(Thr3991le), de type « single nucleotid polymorphism (SNP) », induisent une réponse diminuée
au LPS chez I’homme (8), et pourraient jouer un rdle protecteur dans le SAPL.

Pierangeli et al. ont étudié ces deux polymorphismes de TLR4 chez 110 patients SAPL
thrombotiques et 220 controles. Les résultats retrouvent une diminution des polymorphismes
chez les patients SAPL par rapport aux contrdles, ce qui suggere un role protecteur de ces deux

polymorphismes de TLR4 (7).



L’objectif principal de notre travail est d’étudier le polymorphisme du TLR4 au sein d’une
cohorte de patients atteints d’'un SAPL comparativement a un groupe témoin et de comparer les
caractéristiques cliniques et les profils évolutifs des patients SAPL en fonction de leur

polymorphisme du TLR4.



II. INTRODUCTION

1. Syndrome des anti-phospholipides

1) Généralites

Le syndrome des anti-phospholipides (SAPL) est une maladie auto-immune systémique
définie par 1’association de manifestations cliniques thrombotiques et/ou obstétricales
récurrentes et la présence d’anticorps anti-phospholipides (aPL) persistants a plus de 12
semaines a titre significatif. La maladie peut étre isolée (SAPL primaire) ou associée a une
maladie auto-immune (SAPL secondaire). La présence isolée d’aPL en 1’absence d’événement
thrombotique ou obstétrical ne permet pas de définir un SAPL. Nous le dénommerons dans
notre travail le « SAPL biologique ». La prévalence du SAPL dans la population générale n’est
pas connue. Les marqueurs biologiques anti-phospholipides sont retrouvés dans 20 % des cas
d’accidents vasculaires cérébraux avant 50 ans et chez 24% des cas de thrombose veineuse. Les
fausses couches répétées représentent 1% de la population générale, et des anti-phospholipides

sont retrouvés dans 10 a 15% des bilans de fausses couches a répétition (2).

2) Criteres diagnostiques

Les atteintes du SAPL ont été initialement décrites au cours du lupus érythémateux
systématique. Puis en 1983, Hughes et Harris décrivent le syndrome des anti-cardiolipines, ou
syndrome de Hughes, qui peut associer thromboses veineuses ou artérielles, fausses couches
répétées, thrombopénie et événements neurologiques en présence d’un anticoagulant lupique
(9). Les critéres préliminaires de classification du SAPL date de 1998 lors du 8™ symposium
international sur les anticorps aPL a Sapporo et repose sur 1’association d’au moins un critere
clinique (thromboses vasculaires et/ou les épisodes obstétricaux) et d’au moins un critére
biologique (10). Ces critéres diagnostiques ont été révisés au congres international de Sydney
en 2006 (1). La persistance des marqueurs biologiques a €té portée a 12 semaines au lieu de 6
semaines afin d’en améliorer la spécificité. Les anticorps anti B2Gp1 ont été ajoutés aux criteres
biologiques avec I’anticoagulant circulant lupique (LA) et les anticorps anti-cardiolipine (aCL).
Et seuls les taux d’aPL supérieurs a 40 unités GPL ou MPL ou au 99¢ percentile seront pris en
compte dans le diagnostic. Ces derniers critéres diagnostiques sont présentés dans le tableau

ci-dessous. (Tableau 1)



TasLeay |, — CoNSENSUS INTERMATIONAL SUR La MISE A JOUR DES CRITERES SAPL (D' APRES
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Criteres clinigies

. Thrombose vasculaire :
Au moins | épisode thrombotique artériel, veineux on des petits viisseaux, touchant tout
tissu ou organe. La thrombose doat étre confirmée par un critére objectil e validé (aspect
typique a I'imagerie ou pour M examen examen anatomopatholegique, la thrombose doit
etre preésente sans quiil v it présence d une inflammation vasculaire sous-jacente)

2. Morbiditg obsietricale

ad Survenue dTaw meins une moet Fetale mexpligquée, & Ta 10F semane d aménorrhée ou
apres L TP semiune daménorrhée, avec morphologie feetale normale documentée
par une échographie ou par examen macroscopigue

by Survenee d'an moins une paissance prématurde avant la 34° semaine d aménorrhée,
d7un foetus morphologigquement normal. en rapport avee la survenue d une éclampsie
o d une précelampsie sévere. ou avec démonstration 3 une insulfisance placentaire

o) Survenue 3 au moins 3 ausses couches conscoutives et mexpliquees avant la
L0 semaine d aménorrhee, apres exclusion dune anomalie anatomigue oo hormonale
maternelle. et dune anomalie chromosomigue maternelle ou paternelle

Critéres biologigues :

1. Lupus anticoagulant présent & au moins 2 reprises, 4 12 semaines dintervalle. détection
selon les recommandations de 'ISTH

2. Anticorps antcardiolipines (1gG etfou TgM) présents i au moins deux reprises. 4 un
titre intermeédiaire ou éleve (> 40 UGPL ou MPL. ou = 99° percentile ). mesuré par une
techmgue ELISA standardisee

A3 Anticorps anti-beta2GP L (126G o [2M) presents & un titre = au 99° percentile. a au moins
2reprises. i |2 semaines d intervalle selon une techmgue ELTS A standardiseée

Les critéves de SAPL sont remplis 58 au motus an critere olinigue ef we critere biologique sont présents

Tableau 1 : Critéres diagnostiques de SAPL, selon Miyakis et al. (1)

3) Expression clinique

Les Iésions thrombotiques vasculaires du SAPL touchent tous les territoires vasculaires
et surviennent principalement sur une paroi vasculaire saine sans inflammation (11) (12).

(Tableau 2)



TABLE 5. CLINICAL MANIFESTATIONS OF THE ANTIPHOSPHOLIPID SYNDROME.

ORGAN SYSTEM

PrmARY PaTHOGENIC PROCESS*

THROMBOEMBOLISM OF LARGE VESSELST

THROMBOTIC MICROANGIOPATHY

Arterial Thrombosis of the aorta or axillary, carotid, hepatic, ileofemoral, mesenteric, pancreat-
ic, popliteal, splenic, or subclavian artery

Candiac Angina, myocardial infarction, cardiac valvular vegetations, valvular abnormalities, Mvyocardial infarction, myocardial micro-
intracardiac thrombi, nonbacterial thrombotic (Libman—Sacks) end ocarditis, periph- thrombi, myocarditis, or valvular ab-
eral embolization, or atherosclerosis normalities

Cutaneous Superficial thrombophlebitis, splinter hemorrhages, leg ulcers, distal cutaneous ische-  Livedo reticularis, superficial gangrene, pur-

Endocrine or

mia, infarcts of the skin, blue toe syndrome, or acrocvanosis
Adrenal infarction, adrenal failure, testicular infarction, prostate infarction, necrosis of

pura,ecchymoses, or subcutaneousnodules

reproductive the pituitary gland, or pituitary failure

Gastrointesstinal Budd —Chiari syndrome, hepatic infarction, intestinal infarction, splenic infarction, Intestinal, hepatic, pancreatic, and splenic in-
esophageal perforation, ischemic colitis, infarction of the gall bladder not attributable farctions or gangrene
to gallstones, pancreatitis, or ascites

Hematologic Thrombocytopenia, hemolytic anemia, or hemolytic—uremic syndrome and thrombotic  Disseminated intravascular coagulation (cata-
thrombocytopenic purpura strophic antiphospholipid syndrome only)

Miscellaneous Perforation of the nasal septum or avascular necrosis of bone

Neurologic Transient ischemic attack, cerebrovascular accident (thrombotic or embolic), chorea, Microthrombi or microinfarctions
seizures, multi-infarct dementia, transverse myelitis, encephalopathy, migraines,
pseudotumor cerebri, cerebral venous thrombosis, mononeuritis multiplex, or
amaurosis fugax

Obstetrical Pregnancy loss, intrauterine growth retardation, HELLP syndrome (hemolysis, elevated
liver enzymes, and a low platelet count in association with preeclampsia), oligo-
hydramnios, uteroplacental insufficiency, or preeclampsia

Ophthalmologic ~ Thrombosis of the retinal artery, thrombosis of the retinal vein, or amaurosis fugax Retinitis

Pulmonary Pulmonary emboli, pulmonary hypertension, pulmonary arterial thrombosis, or Acute respiratory distress syndrome or alveo-
alveolar hemorrhage lar hemorrhage

Renal Thrombosis of the renal vein, thrombosis of the renal artery, renal infarction, hyper-  Acute renal failure (often requiring dialysis),
tension, acute renal failure, chronic renal failure, proteinuria, hematuria, or the ne- thrombotic microangiopathy, or hyperten-
phrotic syndrome sion

Venous Deep venous thrombosis of the legs or thrombosis of the adrenal | hepatic, me senteric,

portal, or splenic vein or of the inferior vena cava

*Many of the clinical manifestations of the antiphospholipid syndrome listed in this table can occur as a result of thromboembolism of large vessels,
thrombotic microangiopathy, or both. For convenience, these are listed as manifestations of thromboembolism of large vessels. Only manifestations that
are seen exclusively with thrombotic microangiopathy or that constitute a major feature of this syndrome are listed under thrombotic microangiopathy.

TManifestations of the antiphospholipid syndrome whose pathogenic origin is uncertain (e.g., thrombocytopenia) are also listed as manifestations of

thromboembolism of large vessels.

Tableau 2 : Principales manifestations cliniques du SAPL, selon Levine et al. (12)

Le projet Euro phospholipid, a permis la création d’un registre international prospectif
avec l’inclusion et le suivi de 1000 patients, et a permis de recueillir des données
épidémiologiques et cliniques robustes. (13) (14). L’analyse mettait en évidence une
prépondérance du SAPL chez les femmes, surtout dans sa forme associée au lupus
érythémateux systémique (8 femmes/l homme) comparativement au SAPL primaire (3,5
femmes/1 homme). Il était noté 53% de formes primaires et 36% des SAPL était associés au

lupus. La moyenne d’age du diagnostic du SAPL était de 42 +/- 14 ans.

Au cours du suivi a 5 ans et a 10 ans, les taux de récidives thrombotiques étaient
respectivement de 16.6 % a 5 ans et de 15.3 % a 10 ans. La mortalité a 10 ans était de 9,7 %

principalement sur récidive thrombotique (36,5% des cas).

Les manifestations cliniques initiales étaient majoritairement des thromboses veineuses

dans 53 % des cas, des thromboses artérielles dans plus de 35 % des cas, dont 19,8% d’accident

5



vasculaire cérébral et 11 % d’accidents transitoires. Un livedo reticularis était décrit dans 24 %

des cas au diagnostic.

Les SAPL obstétricaux étaient constitués a I’inclusion de fausses couches précoces (<10
semaines d’aménorrhée) dans 35 % des cas, de fausses couches tardives (>10 semaines
d’aménorrhée) dans 17 % des cas et de vasculopathie placentaire dans 5,2 % des cas. Au cours
du suivi, la principale complication obstétricale observée était la survenue d’une fausse couche
précoce dans 16,5 % des grossesses, 48,2% de prématurité et 26% de retard de croissance intra-

utérin.

Une forme particuliére et fort heureusement rarissime de SAPL dénommée CAPS pour
syndrome catastrophique des anti-phospholipides (CAPS) doit étre individualisée tant par sa
définition mais surtout par son pronostic et sa prise en charge spécifique. (15) Le CAPS
représente environ 1% des SAPL. Il peut étre révélateur du SAPL dans 50% des cas. Il se définit
par I’apparition, en moins d’une semaine, de thromboses multiples atteignant essentiellement
la microcirculation, responsable d’un tableau de défaillance multiviscérale, en présence
d’anticorps anti-phospholipides. Sa confirmation est anatomopathologique avec la mise en
¢vidence de thrombose micro-vasculaire au sein d’un organe ou tissu. Des atteintes macro-

vasculaires avec thromboses artérielles ou veineuses peuvent s’y associer. (16) (17)

Le CAPS met en jeu le pronostic vital. La mortalité a court terme est actuellement
inférieure a 30 %. Les facteurs qui favorisent la survenue du CAPS sont les infections, le geste

chirurgical et/ou I’arrét transitoire ou une modification de 1’anticoagulation. (18)

La création d’un registre CAPS en 2016 a permis de colliger 500 patients (69% de
femmes, 38 ans en moyenne d’age) qui ont présenté au total 522 épisodes de CAPS. (19) Une
maladie auto-immune était associée dans 40% des cas, dont 75% de lupus. Cliniquement,
’atteinte rénale représentait 75% des cas, 1’atteinte pulmonaire 60%, 1’atteinte cérébrale 56%,
I’atteinte cardiaque 50% et cutanée 47% des cas. Les anticorps anti-phospholipides retrouvés
par ordre croissant étaient le lupus anticoagulant circulant (83%), 1’'IgG anti-cardiolipine (81%)

et I’anti- B2-glycoprotéinel (78%).



4) Physiopathologie
a.Principaux mécanismes

La physiopathologie du SAPL est multifactorielle. Le processus repose essentiellement
sur I’interaction des anticorps anti-phospholipides avec diverses cibles antigéniques qui induit
principalement une dysfonction endothéliale avec un état pro-inflammatoire et pro-coagulant

au sein des vaisseaux. (2)

Les principaux mécanismes thrombotiques reposent sur la perturbation des composants de
I’anticoagulation, avec les facteurs de la coagulation, I’activité de la protéine C, I’annexine V,
et D’inhibition de la fibrinolyse. Ils dépendent également de I‘activation des cellules
endothéliales, des plaquettes, des monocytes circulants, ainsi que de 1’activation du
complément. Les mécanismes des pertes foetales reposent quant a eux, sur les thromboses du
tissu placentaire, I’apoptose des cellules placentaires et embryonnaires, I’induction d’un

phénotype inflammatoire, et I’inhibition de la différenciation syncytium-trophoblaste. (20)

b.Les anticorps anti-phospholipides

Les phospholipides, répartis en bi-couche, constituent la membrane plasmique
cellulaire. Les anticorps anti-phospholipides sont des auto-anticorps dirigés contre les
phospholipides, contre des protéines plasmatiques se liant aux phospholipides ou dirigés contre
certains complexes protéines-phospholipides. IIs ne sont pas directement pathogénes et agissent
via des cibles protéiques et co-facteurs. La B2GPI est la principale cible antigénique. On peut
¢galement citer d’autres cibles comme la prothrombine, la protéine S, la protéine C, la
thrombine et ’annexine V. Des anticorps dirigés contre le plasminogéne, la plasmine ou

I’activateur tissulaire du plasminogeéne ont été également été décrits. (21)

c.Les anticorps anti-cardiolipine

Les anticorps anti-cardiolipine reconnaissent des phospholipides anioniques, dont
principalement la cardiolipine, notamment dans sa forme oxydée, mais aussi le
phosphatidylglycérol, phosphatidylinositol et phosphatidylsérine. Il existe des anti-
cardiolipines dont la réactivité est dépendante de la présence d’un cofacteur, et d’autres non
dépendants. Au cours du SAPL, il s’agit essentiellement d’anti-cardiolipine « dépendant » d’un

cofacteur, dont le principal est la protéine plasmatique P2GPI (22).



d.Les anticorps anti-B2GPI

La B2GPI présente une forte affinité pour les molécules chargées négativement. Lorsque
la B2GPI circulante se fixe sur les phospholipides anioniques, elle change de conformation et
passe d’une forme circulaire a une forme ouverte qui permet a la partie Fab des anticorps anti-
B2GPI de se fixer. La fixation des anticorps anti-B2GPI au complexe f2GPI-phospholipides,
via I’annexine A2 présente sur les cellules endothéliales et les monocytes, est a I’origine d’une
dimérisation de la protéine (23) (20). La liaison de la B2GPI a I'annexine A2 (24) permet aux

anticorps anti-B2GPI d'activer les cellules endothéliales.

La B2GPI dimérisée est reconnue par différentes structures des récepteurs LDL,
responsables de 1’activation des cellules endothéliales (25) (26). L’ApoER2, récepteur
appartenant a la famille des LDL, est exprimé au niveau des cellules endothéliales et des
plaquettes et peut ainsi étre la cible des complexes anti-B2GPI/B2GPI et induire une activation

cellulaire des plaquettes et des cellules endothéliales (25).

Des analogies de structure entre la B2GPI et certains agents microbiens, permettent
I’interaction entre les TLR et les anticorps anti-B2GPI a 1’origine d’une activation de
I’endothélium. Les TLR2 et TLR4 ont été particuliérement étudiés dans 1’activation des cellules

endothéliales. (27) (28) (29)
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Figure 1 : Représentation séquentielle des différentes étapes aboutissant a 1’activation

intracellulaire via les anticorps, selon Urbanus et al. (30)



e.Les anticorps anti-prothrombine

Les anticorps anti-prothrombine augmentent 1’affinité de la prothrombine (facteur II)
pour les phospholipides anioniques. Le complexe anti-prothrombine — thrombine inhibe la
fixation des facteurs de la coagulation, perturbe la formation du complexe pro-thrombinase et

modifie I’action de la protéine C activée (31).

f. Les anticorps anti-phosphatidyléthanolamine

Les anticorps anti-phosphatidyléthanolamine fixent la phosphatidyléthanolamine (PE)
qui est un phospholipide neutre. Ces anticorps peuvent étre recherchés et identifiés chez des
patients a la symptomatologie de SAPL sans anticorps standards retrouvés. Les isotypes 1gG

sont dépendants de cofacteurs protéiques comme les kininogénes (32).

g.Activation cellulaire

Les mécanismes d’activation des cellules endothéliales ne sont pas encore clairement établis.
Les aPL permettent une translocation nucléaire de NF-kB (33) et une activation de la p38MAP
kinase (34). Des protéines de signalisation intracellulaires telles que MyD88 et TRAF6 sont
¢galement impliquées (35). Les cellules endothéliales activées secrétent davantage de
molécules d’adhésion a leur surface et augmentent le facteur tissulaire. Les monocytes activés
participent a 1’augmentation de production du facteur tissulaire. Les plaquettes activées
expriment davantage B2GPI, augmentent la production de thromboxane A2 et participent a

I’activation du complément. (2)

h.Dysfonction endothéliale

La dysfonction endothéliale est caractérisée par un phénotype pro-adhésif avec
I’augmentation d’expression de molécules d’adhésions telles que VCAM-1 et la sélectine-E
(36) (37) . Il a été mis en évidence un phénotype pro-coagulant via la surexpression du facteur
tissulaire et la modulation du systéme protéine C et S (38) (34). La sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires et de chémokines participe a un phénotype pro-inflammatoire avec

augmentation des taux d'IL6, d'IL1 et du TNFa (39).

Ces travaux ont permis de comprendre que l'activation endothéliale est a 1’origine de
I'adhésion et de Il'activation des plaquettes et des monocytes responsables d’un état

d'hypercoagulabilité.



1. Trouble de I’hémostase

Le complexe anticorps anti-B2GPI-phospholipides perturbe également 1’activité des
inhibiteurs physiologiques de la coagulation. La B2GPI dimérisée en présence de son anticorps
multiplie par 100 son affinité pour les phospholipides anioniques et empéche par inhibition
compétitive 1’annexine V de jouer son réle dans la coagulation. Or, ’annexine V rend moins
accessibles les phospholipides anioniques a la surface des cellules, ce qui permet de limiter

physiologiquement 1’action des facteurs de coagulation. (40)..

En présence du complexe anticorps antiB2GPI-B2GPI fixé sur I’annexine II des cellules
endothéliales, le plasminogeéne n’est plus capable de s’activer en plasmine, ce qui inhibe la

fibrinolyse, I’'une des étapes essentielles de la coagulation (41).

On rapporte également, chez les patients SAPL, une diminution de I’inhibiteur du
facteur tissulaire (TFPI), dont le réle physiologique est de réguler la génération de thrombine

via le complexe Facteur tissulaire-facteur VII activé (42).

5) Eveénements cliniques et anticorps anti-phospholipides

La présence d’anticoagulant circulant est associée au risque le plus thrombogene (OR
4,1 a 16,2 en fonction des études), suivi de I’anti-cardiolipine persistant a taux moyens ou élevés

(OR de 2,6 a 3,2 en fonction des études). (43) (44) (45) (46) (47)

L’association anticoagulant circulant, anti-cardiolipine et anti-B2Gpl, qui définit la triple
positivité, est également associée a un risque thrombotique et cardiovasculaire plus élevé (55)

(48).

Les anti-cardiolipine persistants a taux moyens ou élevés, c’est a dire supérieur a 40 U
ou supérieur au 99° percentile, sont particuliecrement associés au risque thrombotique (49).

L’isotype IgG présente un risque de thrombose plus €élevé que I’isotype [gM (12).

Les anti-PE semblent présenter un intérét en cas de « SAPL séronégatif » (32).
Rodriguez-Garcia JL et al, proposaient de définir le « SAPL » séronégatif sur la présence d’un
critere clinique majeur de SAPL, et au moins deux critéres mineurs parmi : livedo reticularis,
phénoméne de Raynaud, migraines, troubles cognitifs, chorée, autre manifestation
neurologique, présence d'anomalies de la substance blanche a I'RM, valvulopathie mitrale ou

aortique, des antécédents d'au moins 2 fausses couches spontanées avant 10 SA ou un taux de
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plaquettes inférieur a 100 000/mm3 (50). Le manque de standardisation limite I’usage des anti-
PE et des études prospectives restent nécessaires pour analyser le risque thrombotique et

obstétrical avec anti-PE comparés aux patients SAPL.

Les manifestations obstétricales ont également été étudiées. Les anticorps anti-
phospholipides augmentent le risque de pré-éclampsie (RR 9,7 versus 5,9 sans Apl (51)) (OR
a 2,9 dans une autre étude (52)) . L anticoagulant circulant est associé significativement aux
fausses couches spontanées tardives (OR 7,8), ainsi que 1’anti-cardiolipine (OR 3,6) (53). La

triple positivité est aussi associée aux pertes foetales (OR 4,1) (54).

6) Prise en charge thérapeutique du SAPL
a. Prévention primaire

Les recommandations de 2011 recommandent une thromboprophylaxie en prévention

primaire des situations a risque comme 1I’immobilisation, la chirurgie, et la grossesse (55).

En présence d’anticorps anti-phospholipides sans expression clinique, les études sont
peu nombreuses et n’ont pas mis en évidence de role protecteur significatif d’un traitement

systématique par aspirine, méme si une tendance existe (44) (56) (57).

En cas de lupus associé a des anticoagulants circulants et/ou des anticorps anti-
cardiolipine persistants a taux significatifs, sans expression clinique de SAPL, les études sont
en faveur d’un traitement préventif par aspirine (57) (58) (59) (60), apres évaluation des facteurs
de risques cardiovasculaires et du risque hémorragique. L’action anti thrombotique de
I’hydroxychloroquine a été rapportée chez des patients lupiques, mais aucun essai randomisé

n’a prouvé son effet anti thrombotique et hypocholestérolémiant (61) (62).

b. Prévention secondaire thrombotique

La prise en charge thérapeutique a pour but de prévenir les thromboses. En I'absence de
traitement, le risque de récidive est important, certaines atteintes pouvant menacer le pronostic
vital. Le traitement des manifestations thrombotiques du SAPL repose sur I’utilisation d’un

traitement anticoagulant au long cours de type anti-vitamine K (AVK).
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Intensité de [’anticoagulation

La cible de I’INR recommandée actuellement est comprise entre 2 et 3. Antérieurement,
I’objectif de I'INR était supérieur a 3 dans les formes artérielles, comme le préconisait les
premiéres €tudes (63) (3). Des études plus récentes n’ont pas montré de différence d’efficacité
dans la prévention de la récidive thrombotique, entre 1’objectif d’INR conventionnel compris
entre 2 et 3, et I’objectif d’INR « forte intensité » avec un INR compris entre 3 et 4 (64) (65).
Cependant, la méta-analyse de Ruiz-Irastorza et a/, oriente vers une stratification de I’intensité
du traitement anticoagulant en fonction du caractére veineux ou artériel du premier épisode
thrombotique (66). Les patients atteints de SAPL thrombotique veineux présentaient une
meilleure protection contre les récidives avec un INR cible compris entre 2 et 3. En revanche,
les patients avec un SAPL thrombotique artériel étaient a risque accru de récidive sous

anticoagulation avec un INR cible compris entre 2 et 3.

Durée de [’anticoagulation

En prévention secondaire, I’anticoagulation doit étre prolongée, I’arrét de celle-ci
représente un risque majeur de récidive (53% a 70% de récidive a 1’arrét), notamment les six

premiers mois suivant I’arrét de I’anticoagulation. (63) (3) (55).

Des études chez des patients avec antécédents thromboembolique et des aCL positifs en
IgG ou un LA, qui arrétaient 1’anticoagulation a 6 mois pour les aCL et a 3mois pour le LA,
avaient un risque de rechute thrombotique supérieur comparativement aux patients sans

marqueurs biologiques (47) (67).

Méme sous traitement anticoagulant, la récidive thrombotique existe. Au sein de la
cohorte Euro-phospholipid, le taux de récidive entre les cinq premicres années de traitement et

les cing années suivantes était de 1’ordre de 15% a 16% (14).

Stratification du risque thrombotique

Les facteurs de risque de cardiovasculaire font partie des facteurs de risque
thrombotique (30). Les recommandations de 2011 préconisent le controle strict des facteurs de
risque cardiovasculaire (55). Une étude a mis en évidence qu’un traitement par rosuvastatine
réduirait le risque thromboembolique chez les sujets sains de plus de 50 ans chez I’homme, et
plus de 60 ans chez la femme (68). Il n’existe cependant pas d’essai de grande ampleur qui

analyse I’intérét de ces molécules dans le SAPL.
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La recherche de facteur de risque transitoire est indispensable.

Le profil biologique du SAPL peut étre classé en haut et faible risques. Cette
classification a été validée en prévention primaire, mais il parait logique de 1’utiliser également
pour la prévention secondaire (69). L’isotypie des anticorps bien qu’étudiée a de nombreuses
reprises dans des méta-analyses (70) ne semble pas €tre a prendre en compte en prévention
secondaire. Le profil biologique a risque élevé est représenté par la présence d’un anticoagulant
circulant de type LA, ’association de plusieurs aPL (LA + aCL + anti-B2GPI) ou des titres
persistants d’aPL a un taux moyen ou élevé. Le risque est considéré faible en cas de titres

intermittents et isolés d’aCL ou d’anti-B2GPI a un taux faible ou moyen.

Il est intéressant de connaitre s’il existe une association au lupus érythémateux
systémique, (71), la nature de 1’épisode thrombotique initial, (embolie pulmonaire, thrombose
proximale, thrombose distale) et le nombre d’événements (premier épisode ou récidive), bien

qu’aucune étude spécifique au SAPL n’ait ét€ menée sur ces facteurs.

La prise en compte de ces ¢léments est indispensable dans la discussion de la balance

bénéfice-risque d’un arrét du traitement anticoagulant dans certaines situations.

Traitement des formes thrombotiques récidivantes sous anticoagulant

Il n’existe pas de recommandations sur la prise en charge des événements thrombotiques

récidivants malgré un traitement anticoagulant bien mené.

Une revue systématique de la littérature a montré que la plupart des patients traités par
warfarine qui ont eu une récidive de thrombose avaient un INR <3,0 au moment de 1'événement.
En revanche, le taux de récidive thrombotique était faible chez les patients anticoagulés avec
un INR cible entre 3 et 4 (66). Il est donc nécessaire de garantir un INR dans la cible en

favorisant I’éducation thérapeutique et en augmentant la fréquence de controles.

Si le patient présente une récidive thrombotique avec un INR dans les objectifs, une
intensité de 1’anticoagulation parait souhaitable avec INR cible > 3.0. Il peut étre proposé de
passer de l'anticoagulation orale a un traitement par HBPM au long cours. L’association
d'aspirine ou d’hydroxychloroquine est également possible sans aucune preuve scientifique
solide (72). L’utilisation du rituximab a été rapportée chez quelques patients SAPL primaire

afin de diminuer le titre des anticorps avec des réponses variables (73) (74).
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Place des anticoagulants oraux directs (A0OD)

L’¢étude RAPS est une étude randomisée prospective de phase II/III, chez des patients
SAPL veineux primaire ou secondaire, qui compare l’intensit¢ de 1’anticoagulation sous
rivaroxaban versus warfarine. Le critére de jugement principal biologique et non clinique,
repose sur la mesure de génération de thrombine a la randomisation et a J42. Sous rivaroxaban
(54 patients), il est observé une augmentation du potentiel endogéne de thrombine, de maniére
significative (p< 0,001) versus warfarine (56 patients) au 42° jour de 1’étude. Concernant le
critere de jugement secondaire clinique, il n’a pas été observé d’événement thrombotique dans
les 2 groupes, mais la durée de suivi était de 6 mois uniquement (75). Ces résultats imposent la

prudence quant a I’utilisation du rivaroxaban en premiére intention dans le SAPL veineux.

L’¢étude TRAPS en cours, est une étude de phase III, prospective, multicentrique,
randomisée en ouvert qui a pour but de démontrer la non-infériorité du rivaroxaban 20mg par
rapport a la warfarine dans le SAPL thrombotique avec triple positivité uniquement, basée sur

des criteres de jugement clinique (76).

L’¢étude AstroAPS, est un essai randomis¢€, prospectif en ouvert, qui ¢tudie warfarine
versus apixaban 2,5mg 2 fois par jour, dans la prévention secondaire de la thrombose chez les

patients SAPL. (77).

Traitements de seconde ligne : Corticothérapie, échanges plasmatiques, immunoglobulines

intraveineuses et anticorps monoclonaux

L’utilisation d’un traitement immunosuppresseur et des échanges plasmatiques,
associée au traitement anticoagulant, améliore significativement (p<0,001) la survie des CAPS
(survie 78%), comparativement au traitement anticoagulant seul (survie 69%) (78) (16). La
corticothérapie est recommandée dans le CAPS en association au traitement anticoagulant. Les
¢changes plasmatiques ou les IglV se discutent en fonction de 1’état hémodynamique, de la
fonction cardiaque, de la fonction rénale, du taux de plaquettes, de la présence de schizocytes.

Le cyclophosphamide est utilis¢ en cas de lupus actif associé (18).

Un essai portant sur cinq patients porteurs de SAPL récidivant, a étudi¢ ['usage
d’immunoglobulines. Sur un suivi de plus de Sans, les patients n’ont pas présenté de récidive
(79). A cette étude, s’y associe plusieurs autres case-report. Mais 1’usage des immunoglobulines
est limit¢é en raison de leur disponibilit¢ et de leur colt, et n’est pas recommandé

systématiquement dans le SAPL et doit étre discuté au cas par cas.
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Le rituximab, anticorps monoclonal anti-CD20, a été étudié dans I’essai RITAPS, et a
montré un bénéfice dans certaines atteintes non thrombotiques du SAPL comme la
thrombopénie, I'ulcére cutané et 1’atteinte neurologique cognitive (73). Le RITUXIMAB a
également été utilisé lors de CAPS réfractaire ou récidivant avec une efficacité rapportée chez

20 patients du registre international des CAPS (80).

L’usage de I’eculizumab, anticorps monoclonal anti fraction C5 du complément, a été
rapporté dans des case-reports en cas de micro-angiopathie thrombotique lors de CAPS

réfractaires (81) (82) (83) (84).

c. Prévention secondaire obstétricale

Le SAPL est I'une des causes les plus fréquentes de fausses couches répétées. Un
dépistage précoce des femmes a risque peut leur mettre d’augmenter leurs chances de mener

une grossesse ultérieure a terme et limiter les complications obstétricales.

Lors de la grossesse, en cas d’antécédent de SAPL artériel ou veineux, I’anticoagulation

par AVK est remplacée par une HBPM a dose hypocoagulante.

En cas d’antécédent de SAPL obstétrical sans manifestation thrombotique, il est
recommandé¢ d’associer ASPIRINE et HBPM a dose hypocoagulante. Il n’a cependant pas été
démontré de différence entre HBPM a dose isocoagulante ou hypocoagulante dans cette

indication. (85) (86)
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2. Récepteurs Toll-Like

1) Généralités sur immunité innée

L’immunité repose sur les réponses immunitaires innées et adaptatives. L’ immunité
innée est caractérisée par une réponse moins spécifique mais plus rapide et transitoire. Les
principaux acteurs de I’immunité innée sont les macrophages, les cellules NK, les cellules
dendritiques, les polynucléaires neutrophiles, les cellules épithéliales et les protéines du
complément. Sur ces cellules se trouvent les récepteurs « pattern recognition receptors » (PRR).
Les PRR reconnaissent des motifs moléculaires conservés communs a des groupes de
pathogénes, ce sont les « pathogen associated molecular pattern » (PAMP). Parmi les PRR, on
retrouve  les «toll-like receptors » (TLR), les «nucleotide-binding oligomerization
domain NOD » (NLR), les « Retinoic acide inductible gene-I-like RNA helicase » (RLR) et les
lectines. Les PRR activent les cellules qui produisent des cytokines pro-inflammatoires, des
chimiokines ou des molécules de co-stimulation, participant a la réponse inflammatoire. Cela
augmente la capacité des cellules présentatrices d’antigénes, favorise le recrutement d’autres
cellules de 'immunité innée et permet une réponse locale, avec les cellules NK via leurs
perforines, les polynucléaires neutrophiles via leur réaction oxydative et les macrophages via

leur phagocytose des PNN apoptotiques et leur production de cytokines.

2) Définition et structure des TLR

Les TLR sont des récepteurs cellulaires communs chez tous les mammiferes, découverts
initialement chez la drosophile. En 1988, des chercheurs ont mis en évidence une protéine Toll
dont I’absence était responsable d’anomalies du développement embryonnaire de Drosophila
melanogaster (87). En 1996, des travaux décrivent des drosophiles déficientes en Toll, par
mutations du geéne codant Toll, qui ne survivent pas et meurent d’infection fongique (88). C’est
ainsi que les travaux se succéderent pour chercher I’équivalent de telles protéines chez I’homme
et leur role dans I’immunité (89).

Sur le plan structural, les TLR sont des récepteurs transmembranaires organisé€s en trois
domaines ; un domaine N-terminal extracellulaire, un domaine transmembranaire et un
domaine C-terminal. Le domaine extracellulaire est constitué¢ de copies de motifs riches en
leucine « leucine rich repeat » (LRR) permettant la reconnaissance du pathogene et 1’initiation
de la signalisation. Le domaine C-terminal est cytoplasmique et comprend une séquence
« Toll-IL1 receptor » (TIR), qui présente des analogies avec le récepteur de I’'IL1, responsable

de la transduction du signal.
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Figure 2 : Analogies structurelles des protéines Toll et des TLR,
selon Abdelsadik et al. (90)

Chez I’homme, treize récepteurs TLR sont désormais décrits (91).

Les TLR sont présents sur les cellules de I’'immunité innée comme les macrophages, les
cellules dendritiques, les cellules natural killer (NK), les lymphocytes B ; et des cellules non
immunes comme les fibroblastes, les synoviocytes, les kératinocytes, et les cellules épithéliales
des systemes digestif, respiratoire et urogénital.

Les TLR sont des protéines transmembranaires avec des localisations différentes en
fonction du compartiment cellulaire dans lequel se trouvent les pathogeénes reconnus. Les
TLR1, TLR2, TLR4, TLRS, TLR6, TLR10 et TLR11 sont identifiés sur la membrane cellulaire
et les TLR3, TLR7, TLR8 et TLRY sont exprimés sur la membrane endosomale.

Les TLR font partie de la famille des PRR et reconnaissent différents type de PAMP,
qui sont des ligands naturels exogenes.Les principaux ligands sont résumés dans le tableau ci-

dessous. (Tableau 3)
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Ligutils exogénes of endogines des TLR

TLE PAMF DANPS

TLRI Lipopeptides des mycobacténies frdéfesines umanes (WHDH

TLEZ Lapopronéines. des hacrénes Proceies du choc thermugque (HSF)
Pepidoglveanes des bacténes Gram posit HMGHRI

e lipotéwchoigue (LTA ) des streptocoques B

Porines des MNeissenia

Lipearaninomannare des nyoobactencs

f:I.'I'I!I.‘J.:"Jh dc"«. Kol e s CEREVTI NG

Phospholiponmnnane des Cundide alf oo

Cilucuronoaylomanme des Crvpococons necl o

niseding -y rgmebras g heogpmtern (GP-miuting des rrypanosomes
Heémag futinines du virs de b rosgends

TLR3 poilyineestate-probve vl acid (poly 1C) ARNmM, HSF HMOGH], fragments de hyvaluronane
TLR: Lipopolvsaccharides (LPS) bactériens {hacténes (Girun négatif) HMGHT
Munnanes des champignons Fibrmoaectine
Glveomasitodphospholimdes des pamsites Swrfactam A
Proncines de 1'enveloppe des vinis Lapoprodéines
ILRS Flagelline des bacténes Hapellées
TLR: Lipoprotdines des myooplasmes Protéimes du choc thermigue (HSP)
LTA des streptocogques B HMGBI
Lvmodan des Sacolarenie ey oo hesioe
TLRE? ¢i TLRE ARN simple brn des virus a ARN ARN simple brin
TLRu ctomine-plosphacte-gaanine (Cplil ADN des bactéries AN

Hémuoroine du plosmodiom

I"ADN des vins
TLRIN Incoanu Inconm
TLREII Bacteres & tropisme urolegigue

proflin-ike de Tonopiavma gondii

Tableau 3 : Ligands exogenes et endogeénes des TLR., selon Essakalli et al. (92)

3) Transduction du signal des TLR

La reconnaissance du ligand entraine une dimérisation des TLR en hétéro-dimeres ou
homo-dimeres. Le motif TIR interagit alors avec des molécules adaptatrices impliquées dans la
transduction du signal. Ce complexe ligand/récepteur/molécule adaptatrice active une cascade
de signalisation intracellulaire aboutissant a la translocation des facteurs nucléaires, a leur
transcription et a la synthése de protéines effectrices (93). Les molécules adaptatrices connues
sont au nombre de cinq :

- MyD88 (myeloid differentiation primary response gene 88),

- MAL (MyD88-adaptor like) ou TIRAP (TIR- containig adaptator protein),

- TRIF (Toll-IL1 receptor domain containing adaptor inducing IFNf),

- TRAM (TRIF related adaptor molecule)

- SARM (sterile o and armadillo-motif-containing protein).

Les molécules MyD88, MAL, TRIF, TRAM vont activer des facteurs de transcription. La
molécule SARM inhibe I’action de TRIF. (94)
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En fonction du TLR, les molécules adaptatrices engagées sont différentes et vont activer
différents facteurs de transcription : NF-kB, AP-1 (activator protein 1), IRF3, IRFS5, IRF7
(interferon regulatory factor) (95). Les principales voies de signalisation sont figurées dans le

schéma ci-dessous.
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Figure 3 : Localisation des TLR et schématisation des principales voies de signalisation

intracellulaire, selon Drexler et al. (96)

Les TLRS, TLR7, TLR8 et TLRY utilisent la molécule adaptatrice MyD88, qui va
interagir avec la famille des IRAK (protéines kinases IL-1 receptor-associated kinase).
L’activation d’IRAK avec la phosphorylation d’IRAK4 permet de former le complexe IRAK4-
TRAF6 (TNF-receptor-associated factor 6). Ce complexe aboutit a I’activation des facteurs de
transcription NF-kB, IRF1 et IRF5. L’activation de NF-«xB entraine la synthése de cytokines
pro-inflammatoires : INF, p35, IL12. L’activation d’IRF1 entraine la synthése d’IFNP, p35,
IL12 et d’ «inductible nitric oxide synthetase » (iNOS). L’activation d’IRF5 entraine la
synthése de I’'IL6 et du TNF. (95) (97)
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Le TLR3 fixe sur son domaine TIR la molécule adaptatrice TRIF. TRIF active TRAF6
qui se lie a RIP1 (receptor-interacting protein 1) qui va rejoindre la voie MyD88 décrite ci-

dessus. TRIF peut aussi activer TRAF3 qui phosphoryle IRF3 et entrainer la synthése de I’IFN.

La reconnaissance du LPS par le TLR4 nécessite la formation du complexe LPS et LBP
(LPS binding protein) (98). Deux adaptateurs, CD14 et MD-2, sont également nécessaires pour
atteindre la membrane plasmique et interagir avec le LPS (99). Deux voies de signalisation
sont possibles. Une premiére voie utilise MAL pour fixer MyD88 qui aboutit a 1’activation des
facteurs de transcription NF-kB, IRF1 et IRF5 entrainant la syntheése de I'INFf, p35, IL12,
iINOS, IL-6 et TNF. La deuxi¢me voie de signalisation utilise TRAM pour fixer TRIF qui active
TRAF6 et TRAF3 ce qui aboutit a la synthese de I'IFNP. (100)

Les TLR1, TLR2 et TLR6 suivent la voie de signalisation MyD88 par I’intermédiaire
de MAL (100).

4) Stimulation de I’immunité adaptative

La reconnaissance du ligand par les TLR des cellules présentatrices d’antigenes leur
permet une premiere réponse effectrice locale et de stimuler I’'immunité adaptative. La
maturation des cellules dendritiques est marquée par des modifications phénotypiques et
fonctionnelles concomitantes de leur migration des tissus vers les organes lymphoides. Les
cellules dendritiques matures permettent d’induire une réponse des lymphocytes T naifs vis-a-
vis d’un antigéne soluble, elles font office « d’adjuvants naturels » (101).

La maturation augmente le nombre de molécules de complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH) de classe Il membranaires, augmente 1’expression de molécules de
co-stimulation et produit des cytokines et chémokines telles que I’'IL12, I'IFN, le TNF et
d’autres interleukines IL1, IL6, IL10. Les cellules dendritiques myéloides de la peau et des
organes et les cellules dendritiques plasmacytoides ne secrétent pas les mémes cytokines. La
migration vers les organes lymphoides est sous la dépendance de molécules chimiotactiques et

de leur récepteur.

Une fois dans la zone T des organes lymphoides, 1’activation des cellules T naives
nécessite un 1 signal qui correspond a la reconnaissance du complexe CMH/peptide par le
récepteur TCR des lymphocytes T. Un second signal de co-stimulation est nécessaire pour
former la « synapse immunologique » avec les CD80 et CD86 des cellules dendritiques et la

molécule CD28 des lymphocytes T ; et CD40 des cellules dendritiques avec CD40L des
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lymphocytes T. L’activation du lymphocytes T renvoie des signaux d’activation aux cellules
dendritiques et induit I’expression de molécules de co-stimulation et de cytokines comme
I’IL12 et I'IFN qui permettent d’orienter la différenciation des lymphocytes T helper en TH1
ou TH2 et amplifier la réponse des lymphocytes cytotoxiques T CD8 (102).

Les TLR exprimés par les lymphocytes B agissent comme sur les cellules présentatrices
d’antigéne, en augmentant la sécrétion de cytokines (103). Les TLR vont également entrainer
une augmentation de production des immunoglobulines, notamment les IgM (104). Ainsi, de
par leurs fonctions multiples, les TLR sont fréquemment impliqués au cours des maladies auto-

immunes.

5) Polymorphisme des TLR

Le polymorphisme nucléotidique est la plus fréquente des variations génétiques et correspond
a la variation d’une seule paire de base entre deux chromosomes, pour un gene donné dans la
population. Le géne est dit polymorphe en raison de ce poly-allélisme et si au moins deux de
ses alleles ont une fréquence allélique supérieure a 1% dans la population (105). Le
polymorphisme d’un seul nucléotide est représenté par un SNP, single-nucleotid
polymorphism. Il s’agit dans la plupart des cas de substitution d’une purine par une autre purine
(A <--> G), ou d’une pyrimidine par une autre pyrimidine (C <--> T), les transversions sont
plus rares (A <-->C, A<-->T, G <--> C, G <-->T). Des insertions ou délétions de petites tailles

sont ¢galement possibles.

Le polymorphisme des TLR a été étudi¢ dans les maladies auto-immunes, en oncologie, en

maladie infectieuse et dans la variabilité de réponse a certains traitements (106) (107) (108).

6) TLR et maladies auto immunes

La reconnaissance par les TLR de molécules endogenes similaires aux PAMP, les « danger
associated molecular pattern » (DAMP), peut intervenir dans la physiopathologie de certaines
maladies auto-immunes. En effet, les pathologies dysimmunitaires sont caractérisées par « le
déreglement » du systéme immunitaire qui entraine une rupture de tolérance vis-a-vis de 1'auto-
antigéne. Les DAMP sont des ligands endogeénes assimilés a des signaux de danger, libérés par
des cellules endommagées en mort cellulaire ou ischémie, soit par des cellules cancéreuses, soit

par des Iésions tissulaires chimiques ou physiques.
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Les TLR interviennent dans la pathogénie de maladies auto-immunes comme le syndrome de
Sjogren, le lupus érythémateux systémique, la sclérose en plaques, la polyarthrite rhumatoide,

la sclérodermie et le psoriasis (4).

7) TLR4 et SAPL

Il a ét¢ démontré que les anticorps anti-B2Gpl activent les cellules endothéliales avec
production de facteur tissulaire (FT). En effet, il existe une analogie de structure entre la 2GPI
et les composants lipopolysacharidiques de la paroi des bactéries, ligands naturels des TLR4.
Des études ont mis en évidence que le complexe TLR4-MD-2-annexine 2 est responsable de
I’augmentation de I’activité et de I’expression du FT aprés incubation avec les apL. En cas

d’inhibition de MD-2, aucune augmentation du facteur tissulaire n’est observée. (109) (110).

Une ¢tude italienne a démontré que les anticorps anti-B2GP1 activaient les cellules
endothéliales par la voie de signalisation dépendante de la MyD88, impliquant indirectement

les TLR4 et dans une moindre mesure les TLR2 (27).

Plusieurs modeles expérimentaux, utilisant des techniques d'invalidations des récepteurs TLR
ont été utilisés pour étudier I’implication des TLR dans le SAPL. TLR-2 et TLR-4 jouent un
role pathogéne dans la médiation des anomalies vasculaires chez les patients atteints de
SAPL ; comme le démontre une étude sur la dysfonction endothéliale et I’activation de la voie
TLR2 et TLR4 chez des patients SAPL artériel comparativement a des témoins (6). Les auteurs
ont démontré I'activation de la voie TLR chez les patients atteints avec augmentation de
I’expression de I'ARN messager TLR-2 et TLR-4 et une augmentation d’IRAK-1 qui permet
’activation de facteur de transcription. L'expression de TLR-2 et de TLR-4 était plus élevée
chez les patients atteints de SAPL que chez les témoins, avec des anomalies des différents
parametres structurels vasculaires. L’injection d’aPL chez des souris WT a mis en évidence une
dysfonction endothé¢liale et une augmentation de I'expression de TF, ce qui n’a pas été retrouveé
chez les souris TLR-2-KO ou TLR-4-KO. Des études murines et chez ’homme portant sur le
polymorphisme de TLR4 ont démontré que le TLR4 participe a l'initiation et la progression de

l'athérosclérose (111).

Pierangeli et al. ont étudié¢ I’implication du TLR4 dans I’activité thrombogene chez des souris
répondeuses au LPS (LPS+/+) et non répondeuses au LPS (LPS-/-), aprés avoir recu des

injections intrapéritonéales d’aPL d’origine humaine. Les souris (LPS+/+) ayant regu les aPL
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ont développé des thrombi plus importants et une adhésion des leucocytes plus marquée qu’en
cas d’injections de solutions controles dépourvues d’aPL. Ces résultats ont disparu en présence
d’un chélateur des anticorps anti-B2GP1, ce qui renforce 1’implication forte de ces anticorps et
par conséquent de son antigene, la PB2GPI. De méme, D’activité thrombogene était
significativement réduite en présence de souris (LPS-/-). Les résultats étaient similaires pour
I’activité du facteur tissulaire qui était diminuée chez les souris (LPS-/-) par rapport aux souris

(LPS+/+). Un autre essai a retrouvé une réponse diminuée au LPS chez des souris TLR4-

déficientes (112).

Par analogie a cette réponse diminuée dans le groupe LPS-/-, des études chez I’homme a la
recherche de polymorphismes pouvant étre associés a cette méme diminution de réponse au
LPS ont ét¢é menées. La plupart des ¢tudes se sont concentrées sur deux SNP,
rs4986790(Asp299Gly) et rs4986791 (Thr399Ile), au sein du géne codant TLR4. La prévalence

de ces deux SNP est associée a une diminution de la réponse au LPS chez I'homme (8).

Par la suite, du fait de 'importance du lien entre le TLR4 et le LPS mais aussi du fait de
I’implication de ce récepteur dans le SAPL, Pierangeli et a/, ont étudiés la prévalence des SNP
rs4986790(Asp299Gly) et 1rs4986791(Thr3991le) de TLR4 chez 110 patients SAPL
thrombotiques et 220 sujets contrdles. La prévalence de la forme mutée était significativement
diminuée chez les patients SAPL et augmentation de la prévalence de la forme sauvage de ces
deux SNP chez les patients SAPL. Ces données renforgaient I’implication de TLR 4 dans le
SAPL. D’aprés les auteurs, ces résultats suggéraient que les SNP mutés rs4986790
(Asp299Gly) et rs4986791 (Thr3991le) de TLR4 pourraient avoir un role protecteur dans le
SAPL (7).

23



II1. PATIENTS ET METHODES

1. Patients

Il s’agit d’une étude monocentrique rétrospective au sein du CHU de Rouen. L’inclusion des

patients s’est faite en deux temps.

Une premiere inclusion s’est basée sur la DNA-théque issue des consultations d’hémostase du
laboratoire d’hématologie et des consultations ou hospitalisations de médecine interne pour
exploration de TCA allongé ou bilan de thrombophilie, de 1999 a 2016. Parmi la DNA-theque,
ont été sélectionnés les prélevements issus de patients porteurs d’anticorps anti-phospholipides
qui ont été transférés au laboratoire de pharmacogénétique pour la suite de notre travail.
L’analyse du PMSI (programme de médicalisation des systémes d’informations) avec le code
CIM-10 D68.6 et D686, a permis d’identifier les patients atteints de SAPL et les patients
porteurs d’anticorps anti-phospholipides sans manifestation clinique de SAPL, parfois

appelé « SAPL biologique ».

Nous avons exclu les prélévements pour lesquels les critéres biologiques n’étaient pas
respectés, c’est-a-dire confirmé sur au moins deux prélévements espacés d’au moins 12

semaines d’intervalle.

Une deuxieme inclusion de patient SAPL ou porteurs de « SAPL biologique », a été réalisée
lors des consultations de médecine interne, des consultations d’hémostase ou de gynécologie,
de janvier 2016 a juillet 2017, avec présentation de I’étude au patient via une notice
d’information. Pour le prélévement a but d’¢tude de biologie moléculaire, la fiche de
consentement d’étude génétique a été remplie et signée par le patient, puis le patient a été

prélevé sur tube EDTA acheminé au laboratoire de pharmacogénétique a température ambiante.
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1) Données cliniques

Nous avons colligé les données démographiques telles que 1’age au diagnostic, le genre, les
atteintes thrombotiques, artérielles ou veineuses, les manifestations obstétricales, les CAPS les
antécédents familiaux de SAPL et les récidives thrombotiques sous traitement anticoagulant
par AVK. Les patients ont été classés en forme dite primaire ou secondaire de SAPL selon

I’existence ou non d’une pathologie auto-immune associée.

2) Données biologiques

La présence persistante d’anticorps anti-cardiolipine et/ou d’antif2Gpl et/ou d’anticoagulant
circulant type lupique a été recueillie, ainsi que la triple positivité en présence de ces trois
marqueurs. En leur absence, les patients avec critéres cliniques de SAPL étaient classés « SAPL
biologique ». L’anticorps anti-PE a été notifié¢ dans le recueil. Les taux de plaquettes et le TCA

au diagnostic ont ¢galement été relevés.

La recherche d’anticorps anti-cardiolipine et anticorps anti-B2Gp1 se technique au laboratoire
d’immunologie du CHU de Rouen, par chimie-luminescence (automate BioFlash®) depuis
novembre 2015 et par ELISA technologie Elia (automate Unicap 250®) auparavant. Le seuil
de positivité retenu est de 20CU en chimie-luminescence a partir de novembre 2015, rapidement
revua 31CU en IgM et 101CU en IgG en janvier 2016, devant la forte sensibilité des tests pour
respecter le seuil du 99° percentile. Sur la technique précédente, le seuil était de 10 UA/ml pour
les anti-B2Gp1 IgM ou IgG, 21 UGPL/ml pour les anti-cardiolipines IgM et 16 UMPL/ml pour

les anti-cardiolipines IgG.

La recherche d’anticoagulant circulant lupique se réalise au laboratoire d’hématologie du CHU
de Rouen. En régle générale, la premicre étape est une détection d’allongement du temps de
coagulation lors de tests de coagulation comme le temps de céphaline avec activateur (TCA),
le temps de venin de vipere Russell dilué¢ (ARVVT) tres sensible, ou le temps de Quick réalisé
avec une thromboplastine diluée (TTd). La deuxiéme étape est I’identification de la présence
d’un inhibiteur de la coagulation avec un test mélangeant du plasma patient et un plasma
témoin. L’indice de Rossner se calcule comme suit, ((TCA[mélange patient-témoin] —
TCA[témoin]) / TCA[patient]) x 100), et s’interprete positif si >15%, négatif si <12% et
douteux entre 12% et 15%. La troisiéme étape est une confirmation que cet inhibiteur est
dépendant des phospholipides, puis enfin I’exclusion d’un inhibiteur dirigé contre un facteur de

la coagulation ou un déficit en un facteur de coagulation.
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2. Temoins

Le groupe de témoins est constitué¢ de patients suivis en néphrologie, prélevés dans le cadre
d’un bilan pré-transplantation pour le génotypage CYP3AS5/CYP3A4. Le consentement d’étude

génétique a des fins de recherche avait déja été recueilli lors du bilan pré-transplantation.

3. Etude du polymorphisme du TLR4

1) Extraction d’ADN

L’extraction de I’ADN des prélévements (tubes EDTA) issus de patients inclus en consultation
ou hospitalisation, s’est fait a partir du sang total au moyen de kits Qiagen® (ref. QiAmp DNA

blood Mini®), apres recueil du consentement signé des patients.

2) Identification des polymorphismes

L’ADN extrait des prélevements des patients issus des consultation et hospitalisation et les

prélevements issus de la DNAthéque ont permis 1’analyse des polymorphismes de TLR4.

a) Polymorphismes rs4986790 et rs4986791 de TLR4

Le choix des polymorphismes génétiques des genes codant pour TLR-4 ont été sélectionnés

d’apres les données de la littérature :

- 154986790 A>G (AA forme sauvage ou ancestrale et AG forme mutée ou variante) est sur le
gene codant TLR4, sur le chromosome 9. La mutation faux-sens qui substitue le codon GAT
par GGT est responsable du changement d’acide aminé de 1’acide aspartique (Asp) par de la
Glycine (Gly). La fréquence allélique mineure (MAF) globale de ce polymorphisme est de
5,99%, avec une MAF plus faible dans la population caucasienne entre 3,3% et 5,6%

(databaseSNP et Haploview)

- 154986791 C>T (CC forme sauvage et CT forme mutée) est sur le géne codant TLR4, sur le
chromosome 9. La mutation faux-sens substitue le codon ACC par ATC, responsable du
changement d’acide aminé Thréonine (Thr) par Isoleucine (Ile) La fréquence allélique mineure
globale de ce polymorphisme est de 4,07%, avec une MAF dans la population caucasienne entre

4,4% et 5,7%.(databaseSNP et Haploview)
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b) RT-PCR

Nous avons amplifié les régions d’ADN contenant les SNP d’intérét, par PCR en temps réel
(RT-PCR) avec des amorces spécifiques permettant d’encadrer les SNP étudiés, avec détection

de fluorescence au moyen de kits TagMan® (LifeTechnologies).

3. Analyses statistiques

L’analyse statistique a ¢té réalisée a I’aide du logiciel PRISM® version 5.00.288 (Graph Pad)
et du logiciel XLSTAT version 2016.

Les résultats ont ét¢ exprimés en moyenne + €cart type pour les variables continues ; et en
pourcentage pour les variables catégorielles. Le test statistique exact de Fisher a été utilisé pour

analyser les variables catégorielles. Une valeur de p<0,05 était considérée comme significative.
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V. RESULTATS

1. Patients

1) Inclusion

Nous avons identifié 49 patients porteurs de marqueurs biologiques de SAPL a partir de la

DNAtheque du laboratoire d’hématologie de CHU de Rouen. Parmi ces prélévements d’ADN,

45 ont pu €tre analysés et 4 ont été¢ exclus : 3 patients sans marqueur biologique du SAPL

persistant a au moins 12 semaines d’intervalle et 1 patient dont le prélévement de la DNAtheque

ne contenait plus d’ADN.

Les consultations et hospitalisations de médecine interne et gynécologie ont permis de colliger

50 patients atteints de SAPL ou porteurs de « SAPL biologique ». Parmi ces patients, 8 patients

ont été exclus, dont 6 patients déja présents dans la DNAtheque, et 2 patients sans marqueur

biologique du SAPL retrouvé persistant a au moins 12 semaines d’intervalle.

Au total, 87 patients ont été inclus dans notre travail. (Figure 4)

DNAthéque laboratoire d’hématologie

Patients avec marqueurs biologiques du SAPL
N=49

_______________________________

Patients exclus ;
N=4 i
i N=1 absence d’ADN S
| N=3 pas de marqueurs
| biologiques du SAPL E

A J

Consultations et hospitalisations de médecine
interne, gynécologie et hémostase

Patients avec marqueurs biologiques du SAPL

Patients exclus
N=8
. N=6 dans DNAthéque
| N=2 pas de marqueurs
i biologiques du SAPL
| >12semaines

________________________________

L J

N=87

Patients inclus avec marqueurs biologiques du SAPL
persistants 2 au moins 12 semaines d’intervalle

Patients porteurs SAPL
N=T73

Patients porteurs « SAPL biologique »
N=14

Figure 4 : Flow Chart de I’étude
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2) Données cliniques

L’age moyen de la population étudiée était de 42 +/- 13 ans au diagnostic. Le sex ratio était de

1:3 (66 femmes pour 21 hommes). Il y avait 14 patients porteurs d’un « SAPL biologique » et
73 patients atteints de SAPL. Parmi les SAPL, il y avait 61 SAPL thrombotiques et 25 SAPL

obstétricaux. Deux patients avaient des antécédents familiaux de SAPL. Il y avait 2 CAPS

probables et 1 CAPS certain. Sept récidives thrombotiques sous AVK ont été colligées.

Les SAPL primaire étaient au nombre de 49 (67% des SAPL). Parmi les 24 SAPL secondaire

(33% des SAPL), les pathologies associées étaient des lupus érythémateux systémiques (67%),

PTI (13%), Gougerot-Sjogren (8%), syndrome de Sharp (4%) et un terrain dysimmunitaire avec

phénomeéne de Raynaud avec anticorps anti-nucléaires a titre significatifs (8%).

Données démographiques et cliniques

Total N=87 (%)

Genre Féminin 66 (76%)
Age moyen au diagnostic 42 +/- 13 ans
« SAPL biologique » 14 (16%0)
SAPL 73 (84%)
SAPL primaires (%o parm SAPL) 49 (67%)
SAPL secondaires (%0 parmi SAPL) 24 (33%)
Antécédents familiaux de SAPL (% parmi SAPL) 2 (3%)
CAPS certain ou probable (% parmui SAPL) 3 (4%)
SAPL obstétricaux (% parmi SAPL) 25 (34%)
- FCS et'ou MFIU (% parmi SAPL obstétricaux) - 19 (76%)
- Pré-eclampsie(s) sans antecedent de FCS ou MFIU (%0 parmu SAPL obstétricaux) -6(24%)
SAPL thrombotiques (%o parmi SAPL) 61 (84%)
- SAPL artériels (%0 parmi SAPL thrombotiques -20(33%)
- AVC/AIT (% parmi SAPL arténels) - 10 (50%)
- CAPS (%0 parmu SAPL arténels) -3(15%)
- Thrombose artére gros ou moven calibre (% parmi SAPL artériels) - 7(35%)
- SAPL veineux (% parmi SAPL thrombotiques) - 47 (77%)
- EP (% parmi SAPL veineux) -5 (11%)
-EP+ TVP (% parmi SAPL veineux) - 15 (32%)
- TVP (% parmu SAPL veineux) - 21 (45%)
- OVCER (% parmi SAPL veineux) -1 (2%)
- Thrombose veine porte (% parnu SAPL vemeux) - 2 (4%)
- Thrombose veine rénale (%0 parmi SAPL veineux) -2 (4%)
- SAPL veineux et arténiel (%% parmi SAPL thrombotiques) -6 (10%)

Tableau 4: Données cliniques des patients de 1’étude
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3) Données biologiques

Parmi les patients atteints de SAPL, il était retrouvé une majorité d’anti-cardiolipine IgG (N=42

soit 58%). L’anticoagulant circulant (N= 39) et 1’anti-B2Gp1 IgG (N=39) était présents dans

53% des cas. 1l y avait 21 patients triple-positifs et 1 patient avec anticorps anti-PE.

Parmi les patients « SAPL biologique », I’anticoagulant circulant était plus fréquemment

retrouvé que chez les patients atteints de SAPL (p=0,04). L’isotype IgM des anticorps anti-

cardiolipine était plus fréquent chez les patients porteurs de « SAPL biologique » que chez ceux

atteints de SAPL (p=0,04). Il n’avait pas d’anti-PE dans le groupe de patients « SAPL

biologique ».

Données biologiques SAPL « SAPL biologique » Total Valeur de
N=73 (%) N=14 (%) N=87 (%0) P

Triple positivité 21 (29%) 7 (50%) 28 (32%0) 0,13
Anticoagulant circulant 39 (53%) 12 (86%) 51 (59%) 0,04
Anti-cardiolipine IgG 42 (58%) 8 (57%) 50 (57%) 0,54
Anti-cardiolipine IgM 14 (19%0) 7 (50%0) 20 (23%0) 0,04
Anti-p2Gpl IgG 39 (53%) 6 (43%) 45 (52%) 0,56
Anti-p2Gpl IgM 10 (14%0) 4 (29%) 14 (16%0) 0,23
Anti-PE 1 (1%) 0 (0%) 1 (1%) 1
Thrombopénie au diagnostic 11 (15%) 3(21%) 14 (16%) 0,69

Tableau 5 : Données biologiques des patients de 1’étude

2. Temoins

Parmi 75 patients suivis en néphrologie en vue d’une transplantation, nous avons exclu 5

patients : deux patients porteurs d’aPL sans expression clinique de SAPL, deux patients suivis

pour maladie auto-immune (1 polyarthrite rhumatoide et 1 maladie de Crohn) et un patient dont

le résultat de 1a PCR était douteux. Nous avons ainsi constitué un groupe témoins de 70 patients.
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3. Etude des polymorphismes rs4986790 et rs498679 du TLR4

1) Déséquilibre de liaison complet pour les deux polymorphismes

Nous avons mené une ¢tude préliminaire portant sur 36 des patients inclus. Nous avons retrouveé
un déséquilibre de liaison complet entre les deux différents SNP du TLR4, SNP rs4986790 et
SNP rs498679. En effet, les patients présentaient les SNP sauvages ou SNP mutés de fagon
conjointe pour les deux polymorphismes. Le déséquilibre de liaison complet permet une
transmission conjointe et systématique de ces SNP, ce qui a justifié¢ de ne rechercher qu’un seul

SNP sur les deux, pour les 51 autres patients.

2) Etude du polymorphisme du SNP rs4986790 du TLR4 chez les

patients atteints de SAPL versus groupe témoin

Parmi les 70 sujets témoins, il a ét¢ identifi¢ 65 formes sauvages du SNP rs4986790 du TLR4
et 5 formes mutées. Dans le groupe SAPL, les formes sauvages étaient au nombre de 58 et les
formes mutées au nombre de 15. La forme mutée du SNP rs4986790 était significativement
plus fréquente dans le groupe SAPL comparativement au groupe témoin (N=15 (21%) versus

N=5 (7%), p=0,03).

Témoins SAPL Valeur de p
N=70 N=73
SNP sauvage 65 (93%) 58 (79%) 0,03
TLR4rs4986790 AA
SNP muté 5 (7%) 15 (21%) 0,03
TLR4rs4986790 A>G

Tableau 6 : Polymorphisme rs4986790 chez les patients atteints de SAPL

versus groupe témoins

3) Etude du polymorphisme rs4986790 du TLR4 des patients atteints
de SAPL et des patients porteurs de « SAPL biologique »

Le travail mené sur les 87 patients inclus a permis d’identifier 71 SNP sauvages et 16 SNP
mutés, dont 1 SNP muté parmi les patients porteurs de « SAPL biologiques » et 15 SNP mutés

parmi les patients atteints de SAPL. Aucune différence de fréquence de la forme mutée ou
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sauvage n’était retrouvée

entre le groupe SAPL et le groupe « SAPL biologique ».

«SAPL biologique » SAPL Valeur de p
N=14 N=73
SNP sauvage 58 (79%) 0,45
TLR4rs4986790 AA
N=T71
SNP muté 15 (21%) 0.45
TLR4rs4986790 A>G
N=16

Tableau 7 : Polymorphisme rs4986790 chez les patients atteints de SAPL

et les patients porteurs de « SAPL biologique »

4) Etude du polymorphisme du SNP rs4986790 du TLR4 selon le profil

phénotypique des patients atteints de SAPL

La prévalence de la forme sauvage du SNP était significativement plus importante chez les

patients SAPL primaire que chez les patients SAPL secondaire (N=43 (74%) vs N=15 (26%),

p=0,03).

Il n’y avait pas de différence significative pour les deux formes du SNP, concernant le type de

SAPL, obstétrical ou thrombotique, la survenue d’un CAPS, ni la présence ou non

d’antécédents familiaux.

SAPL SNP sauvage SNP muté Valeur de p
N=T73 TLR4rs4986790 AA TLR4rs4986790 A>G
N=58 N=15§
SAPL Primaires 43 (88%) 6 (12%) 0,03
SAPL Secondaires 15 (63%) 9 (37%) 0,03
SAPL thrombotiques 50 (82%) 11 (18%) 0,25
SAPL obstétricaux 20 (80%) 5 (20%) 1
CAPS certain ou probable 2 (67%) 1(33%) 0,50
Antécedents familiaux de SAPL 2 (100%) 0 (0%) 1

Tableau 8 : Répartition du polymorphisme rs4986790 chez les patients atteints de

SAPL en fonction du profil phénotypique
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5) Etude du polymorphisme du SNP rs4986790 du TLR4 chez les

SAPL obstétricaux

Parmi les 25 SAPL obstétricaux, il n’y avait pas de différence significative entre les formes du

polymorphisme et le profil d’expression du SAPL obstétrical entre les fausses couches

spontanées précoces ou morts feetales intra-utérines, et les pré-éclampsies.

SAPL obstétricaux SNP sauvage SNP muté Valeur de p
N=25 TLR4rs4986790 AA | TLR4rs4986790 A>G
N=20 N=5
SAPL obstétricaux 20 (80%) 5 (20%) 1
Antécédent(s) FCS ou MFIU 15 (79%) 4(21%) 1
Antécédent(s) de pré-éclampsie, sans FCS ou MFIU 5(83%) 1(17%) 1

Tableau 9 : Répartition du polymorphisme rs4986790 chez les patients

atteints de SAPL obstétricaux

6) Etude du polymorphisme du SNP rs4986790 du TLR4 chez les

SAPL thrombotiques

Parmi les SAPL thrombotiques veineux, la prévalence de TVP isolée était significativement

plus importante dans le groupe SNP sauvage (N=21 (57%) versus N=1 (10%), p=0,01).

Concernant les récidives thrombotiques, nous avons observé 7 patients qui ont présenté des

récidives thrombotiques sous traitement anticoagulant par AVK. Parmi eux, 5 patients (71%)

avaient un INR sous-dosé¢ lors de la récidive thrombotique. Les récidives thrombotiques étaient

plus nombreuses dans le groupe SNP muté, sans différence significative avec le groupe SNP

sauvage.
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SAPL thrombotiques SNP sauvage SNP muté Valeur de p
N=61 TLR4rs4986790 AA | TLR4rs4986790 A>G
N=50 N=11

SAPL thrombotiques 50 (82%) 11 (18%) 0,25
SAPL artériels 17 (85%) 3(15%) 1

- AVC/AIT - 8 (80%) -2(20%) 1

- CAPS ~2(67%) ~1(33%) 0,43
- Thrombose artére moyen ou gros calibre - 7(100%) -0{0%) 0,52
- 1 épisode 6 (100%) 0 (0%) 0,52
- Récidivant avant traitement ou sous traitement anticoagulant | 11 (79%) 3(21%) 0,52
SAPL veineux 37 (79%) 10 (21%) 0,43
- EP - 2(40%) -3(60%) 0,06
- EP+TVP - 10 (67%) ~5(33%) 0,25
- TVP - 21 (95%) -1(5%) 0,01
- OVCR - 1(100%) - 0(0%) 1

- Thrombose veine porte - 1{50%) - 1{50%) 0,38
- Thrombose veine rénale -2{100%) -0{0%) 1

1 épisode 22 (88%) 3 (12%) 0,72
Récidivant avant traitement ou sous trartement anticoagulant 15 (68%0) 7 (32%) 0,72
SAPL veineux et artériels 4 (67%) 2(33%) 0,29
Récidive(s) thrombotique(s) sous traitement anticoagulant 5 (71%) 2 (29%) 0.6

Tableau 10 : Répartition du polymorphisme rs4986790 chez les patients atteints de

SAPL thrombotiques

7) Etude du polymorphisme du SNP rs4986790 du TLR4 et les profils

biologiques des patients SAPL

Les différents profils biologiques n’étaient pas associés a I'une ou 1’autre des formes du

polymorphisme du SNP rs4986790 de TLR4.

Données biologiques des 73 patients atteints de SAPL SNP sauvage SNP muté ‘Valeur de p
TLR4rs4986790 AA | TLR4rs4986790 A>G
N=58 N=15
Triple positivité 14 (70%) 6 (30%) 0,33
Anticoagulant circulant 30 (77%) 9(23%) 0,77
Anti-cardiolipine 1gG 32 (76%) 10 (24%) 0,56
Anti-cardiolipine IgM 9 (64%) 5(36%) 0,15
Anti-B2Gp1 IgG 31 (79%) 8(21%) 1
Anti-B2Gp1 IgM 6 (60%) 4 (40%) 0,20
Anti-PE 1 (100%) 0 (0%) 1
Thrombopénie 9(82%) 2 (18%) 1

Tableau 11 : Répartition du polymorphisme rs4986790 chez les patients atteints de SAPL

en fonction du profil biologique
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V. DISCUSSION

Dans notre étude, les principaux résultats retrouvés sont :

- Une fréquence de la forme mutée du SNP rs4986790 du TLR4 significativement

plus ¢élevée dans le groupe SAPL comparativement au groupe témoin,

- Une prévalence de la forme mutée du SNP rs4986790 significativement plus élevée
chez les patients atteints de SAPL secondaire que chez les patients atteints de SAPL

primaire,

- Une absence de différence significative pour les deux formes du SNP, concernant
le profil biologique et le profil phénotypique de SAPL, le caractére récidivant des

thromboses, la survenue d’un CAPS et la présence ou non d’antécédents familiaux.

Les patients inclus dans le groupe SAPL était représentatifs de la population générale SAPL.
En effet, leurs données démographiques étaient proches de celles des patients inclus dans
I’étude Europhospholipid (13). Néanmoins la présentation clinique des patients était différente
avec notamment moins de formes artérielles dans notre cohorte, 20% de SAPL artériels dont
10% d’AVC contre 35 dont 19,8% d’AVC dans la cohorte Europhospholipid. De méme, 7
récidives thrombotiques sous traitement anticoagulant, soit 9,6% des patients atteints de SAPL
ont été colligées contre 15% dans la cohorte Europhospholipid (13). Parmi les récidives
thrombotiques sous traitement anticoagulant, nous avons observé une majorité de patients
(71%) avec un INR sous-dosé¢ lors de la récidive. La littérature retrouve en effet un risque
majeur de récidive thrombotique a I’arrét du traitement anticoagulant de 53% a 70% selon les
¢tudes (3) (63) (55). L anticoagulation est aujourd’hui indispensable pour prévenir les récidives
thrombotiques. A I’heure des études a la recherche de facteurs pronostiques de récidive, I’étude
du polymorphisme des TLR prend toute sa place dans le SAPL afin de pouvoir moduler ce
traitement. Malheureusement nous n’avons pas mis en évidence de différence entre le groupe

de patients récidivant et celui ne récidivant pas.

La prévalence des SNP mutés était significativement (p=0,03) plus importante dans les
SAPL secondaire. Ceci semble cohérent avec les données de la littérature qui retrouvent un role

des polymorphismes des TLR dans la pathogénie de nombreuses maladies auto-immunes.
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La reconnaissance des DAMP, assimilés a des signaux de danger similaires aux PAMP, par les
TLR initie une réponse inflammatoire (4). L’implication des TLR a été étudiée dans de
nombreuses maladies auto-immunes comme le lupus érythémateux systémique, le psoriasis, la
polyarthrite rhumatoide, le syndrome de Sjégren, la sclérodermie, la sclérose en plaque (4).
Dans I’exemple du LES, des travaux sur des modéles lupiques murins ont étudié I’inactivation
ou la surexpression des geénes codant pour les TLR. Ainsi I’étude du TLR4 dans les modéeles
murins lupiques, rapporte que son activation est associée a une aggravation de la pathologie
lupique murine avec la majoration de la production d’auto-anticorps et 1’apparition d’une
glomérulonéphrite (113) ; son inactivation diminue le taux d’auto-anticorps, les taux d’IL6 et

d’IFN et diminue I’atteinte rénale (114).

Nos résultats mettent en évidence une fréquence de la forme mutée du SNP rs4986790 du
TLR4 significativement plus élevée dans le groupe SAPL comparativement au groupe témoin,
orientant vers un role pathologique de la forme mutée du SNP. Ces résultats sont discordants
de ceux de I’étude menée par Pierangeli et al. en 2007, qui retrouvait une proportion diminuée
de la forme mutée du polymorphisme rs4986790 du TLR4 chez les patients SAPL, laissant

suggérer un role protecteur de la forme mutée de ce SNP dans le SAPL (7).

L’étude de Pierangeli et al. est la seule étude clinique a ce jour qui étudie les polymorphismes
154986790 (Asp299Gly) et rs4986791 (Thr3991le) du TLR4 au sein d’un groupe témoin et d’un
groupe de patients SAPL. Les résultats pour le SNP rs4986790 (Asp299Gly) et rs4986791
(Thr399Ile) du TLR4 (7) étaient identiques, confirmant le déséquilibre de liaison complet pour

[’un ou "autre des deux SNP.

Leur groupe témoin é€tait constitué¢ de 220 patients sains, soit deux fois plus patients que dans
leur groupe SAPL constitué de 110 patients. Les auteurs rapportaient dans leur travail, 6 formes
mutées (5,5%) et 104 formes sauvages (94,5%) des SNP étudiés dans le groupe SAPL ; 25
formes mutées (11,4%) et 195 formes sauvages (88,6%) dans le groupe témoin, avec une
différence significative (p=0,038). Notre travail comparait un groupe témoin de 70 patients, a
un groupe SAPL de 73 patients. Nous avons identifi¢ 15 formes mutées (21%) et 58 formes
sauvages (79%) dans le groupe SAPL ; 5 formes mutées (7%) et 65 formes sauvages (93%)

dans le groupe témoin, avec une différence significative p=0,03.
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Nos résultats sont différents pour la population témoin. Plusieurs hypothéses a cela, tout
d’abord, nos témoins étaient tous en attente d’une transplantation rénale avec des comorbidités
classiques dont certaines sont associées a une activation du TLR4 comme le diabéte. Devaraj
et al, ont mis en évidence des taux significativement plus €levés des ligands de TLR2 et TLR4
chez des patients diabétique type I comparativement a un groupe controle(p < 0,01) (115).
Zaharieva et al. ont démontré une augmentation significative des formes mutées des SNP
14986790 (Asp299Gly) et SNP rs4986791 (Thr3991le) de TLR4 chez les patients diabétiques
de type II avec rétinopathie diabétique comparativement aux patients sans rétinopathie

diabétique(p=0,018) (116).

L’autre explication qui parait la plus plausible car sous-tendue par les résultats en population
générale, est la prévalence de la forme mutée classiquement admise chez les témoins. En effet,
la fréquence allélique mineure globale du SNP rs4986790 est de 5,6%, ce qui est proche de la
fréquence du polymorphisme identifiée dans notre groupe témoin a 7%, alors que la fréquence
du polymorphisme dans le groupe témoin de I’¢tude de Pierangeli était de 11,7%, trés éloignée
la fréquence allélique décrite dans la population générale (7). Nous ne connaissons pas les
origines ethniques du groupe témoin de 1’étude de Pierangeli, mais cette étude italienne est
certainement basée sur des patients caucasiens dont la fréquence allélique mineure pour le SNP
¢tudié est encore plus faible que celle de la population générale (entre 3,3% et 5,6% d’apres la
database SNP Haploview). Ainsi les différences observées dans notre é¢tude ne paraissent pas
étre comparables a celles de 1’¢tude italienne dans la mesure ou les groupes témoins différent
fortement. De plus, la population SAPL de I’étude italienne était composée de SAPL primaire
rapportant ainsi une fréquence du polymorphisme mutée de 5.5% soit la valeur attendue dans

la population générale.

En analysant notre sous-groupe de patients avec un SAPL primaire, la fréquence retrouvée est
de 12% soit seulement deux fois plus que I’étude italienne sans différence significative avec
nos témoins. L’ensemble de ces résultats ameénent a la conclusion que d’une part nos
populations SAPL étaient différentes et d’autre part que nos populations témoins 1’étaient
d’avantage. Les différences statistiques retrouvées doivent étre donc prises avec caution et seule

une augmentation des effectifs pourra permettre de conclure de facon plus robuste.
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Dans notre travail, 1’analyse de la répartition du polymorphisme du SNP rs4986790 entre les
patients atteints de SAPL et les patients porteurs de SAPL biologique, présentait un intérét
majeur pour identifier et comprendre les facteurs qui aboutissent au développement de la
pathologie avec expression clinique et n’avait jusqu’alors jamais ¢été réalisée.
Malheureusement, notre étude n’a pas mis en évidence de différence entre les deux groupes
(p=0,45). Le groupe « SAPL biologique », avec 14 patients, regroupait cinq fois moins de
patient que le groupe SAPL qui comportant 73 patients, un manque de puissance statistique

semble assez évident.

Limites de [’étude

Les limites principales de notre travail sont son caractére monocentrique et son effectif qui reste
faible. Un effectif avec un N>100 aurait été souhaitable pour 1’é¢tude du polymorphisme de ces
SNP, au vue de leur fréquence allélique mineure. Un manque de puissance est ¢galement a
déplorer dans 1’analyse du polymorphisme SNP rs4986790 au vue des données des groupes de
patients SAPL et « SAPL biologique ». Enfin, le profil phénotypique des patients de notre
groupe témoin constitue un biais notable, au vue des données de la littérature sur I’implication
du TLR4 dans I’athérosclérose, 1’insuffiance rénale et le diabéte. De plus, la recherche de
marqueurs biologiques du SAPL n’était pas systématique en 1’absence d’indication, dans ce
groupe de patients suivis en néphrologie et prélevés dans le cadre du bilan pré-transplantation

rénale.

Perspectives de I’étude

L’une des perspectives de travail intéressante serait d’augmenter I’effectif avec une étude
multicentrique, afin de confirmer ou infirmer nos résultats. Rééquilibrer les effectifs entre le
groupe de patients atteints de SAPL et le groupe de patients porteurs de « SAPL biologique »
permettrait d’améliorer la puissance statistique. Les inclusions peuvent se poursuivre en
hospitalisation et consultation dans notre centre, et il est envisagé d’inclure la cohorte de

patients SAPL de I’hopital Cochin, a Paris.

Une autre perspective intéressante, serait d’étudier le polymorphisme du TLR2 dans le SAPL
(6) (117), ainsi que I’'implication du TLRS8 dans le SAPL obstétrical au vue des données de la
littérature (118) (119) (120)
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V. CONCLUSION

Notre travail a permis d’observer un enrichissement significatif des formes mutées des
polymorphismes rs4986790(Asp299Gly) et rs4986791(Thr3991le) du TLR4 chez des patients
atteints de SAPL comparativement a un groupe témoin, et chez les patients SAPL secondaire
versus SAPL primaire. Ces résultats sont encore préliminaires et méritent d’étre confirmés sur
une cohorte plus conséquente. La recherche de facteur individuel favorisant la survenue ou la
récidive d’un SAPL revét un enjeu majeur car la personnalisation du traitement est capitale
pour ces patients souvent jeunes dont le seul traitement préventif est le recours a une

anticoagulation curative prolongée
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ANNEXES

Recommandations pour la prévention et la prise en charge a long terme des throm-
boses chez les patients ayant des anticorps antiphospholipides®.

Recommandations { niveau des recommandations)
Recommandations générales pour les patients avant des aPL
Un controle strict des facteurs de risque cardiovasculaires devrait étre obtenu
chez tous les patients avec un profil d’aPL 4 haut nisque (non coté)
Les auteurs recommandent gue tous les patients ayant des aPL aient une
thromboprophylaxie par HEPM préventive en cas de chirurgie,
immobilisation prolongée et de posit-partum ( 1C)

Prévention primaire des thrombases chez les parients lupiques ayant des aPL

Les patients lupigues devraient avoir des recherches régulieres daPL (non
caté)

Les auteurs recommandent que les patients ayant un lupus et soit un ACC, soit
des aCL persistants a un taux moyen ou éleve, aient une
thromboprophylaxie par hydroxychloroguine (1B} et aspirine a dose
antiagrégante (287"

Prevention primaire des thromboses chez les patients avant des aPL sans lupus
assocté
Les aureurs suggérent que les parients ayant un profil d'aPL a haut risque (et
plus particulierement ceux ayant d'autres facteurs de risque de thrombose )
aient une thromboprophylaxie par aspirine 3 dose antiagrégante {2C)

Prophyilaxie secondaire des thrombaoses

Les auteurs recommandent gue les patients ayant une thrombose veineuse ou
artérielle et des aPL ne remplissant pas les critéres de classification pour le
SAPL (donc ayant des titres faibles ou des aPL non persistants}, soient pris
en charge de la méme fagon que 5'ils n'avaient pas d’aPL(1C)

Les auteurs recommandent que les patients ayant un SAPL défini et un premier
épisode de thrombaose veineuse regoivent des AVK avec un objectif d'INR
entre 2er 3(1B)

Les patients ayant un SAPL défini et une thrombose artérielle devraient étre
traités par AVK avec un objectif d'INR supérieur 4 3 ou par aspirine a4 dose
antiagrégante et AVK avec un objectif d'INR entre 2 et 3* (non cote du fait
d'un manque de consensus)

Une estimarion du risque hémorragique devrait écre faite avant de prescrire
des AVK avec un objectif d'INR supérieur a 3 ou une combinaison d'aspirine
et d’AVK (non coté)

Les patients non lupiques, ayant un premier épisode d'AVC (embols d'origine
cardiaque exclus) avec un profil d'aPL a faible risque et ayant un facteur
déclenchant réversible, pourraient étre traités par aspirine i dose
antiagrégante {non coté)

Durée du traitement
Les aureurs recommandent que les patients ayant un SAPL défin avec
thrombose soient traités de fagon indéfinie par anticoagulants (1C)
En cas de premier épisode de thrombose veineuse avec un profil d"aPL a faible
risque et avec un facteur declenchant identifié et transitoire,
I'anticoagulation pourrait étre limitée 4 3 a 6 mois (non coté)

Cas difficiles ou résistants
Pour les patients dont la prise en charge est difficile du fait de thromboses
récidivantes, de fluctuations de I'INR, de saignement majeur ou de risque
important de saignements graves, les alternatives thérapeutiques
pourraient comporter les traitements par HEPM au long cours,
I'hydroxychloroguine ou les statines { non coté)

Tableau 12 : Recommandations pour la prévention et prise en charge a long terme des

thromboses chez les patients ayant des anticorps anti-phospholipides, selon Saadoun et a/. (121)
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Auteurs et années

TLR

Conclusions

Rashi 2003

Sorice 2007

Pierrangeli 2007

Mulla 2009

Lambrianides

2010

Satta 2011

Zhou 2011

Prinz 2011

MyD88/TLR4

TLR4

TLR4

TLR4

TLR4

TLR2

TLR4

TLR7/TLR8

1 étude a décrire l'implication de la voie MyD88

dépendante aprés stimulation par des aPL.

Présence de I'annexine 2 et de la B2GPI a la surface des rafts
lipidiques issus des monocytes. Recrutement du TLR4 dans
les raft aprés stimulation par les aPL ou le LPS permettant

l'activation des monocytes (phosphorylation de IRAK).

Augmentation de la taille du thrombus et de l'adhésion
leucocytaire dans un modele e souris apres stimulation par
des aPL et injection de LPS. Diminution de ces effets dans

des souris LPS-/- suggérant un role clé du TLR4.

Augmentation de I'expression de IL8, MCP-1, IL1-8 par les
trophoblastes aprés incubation avec les aPL. Absence de
cette expression sur des trophoblastes "dominant négatifs"

pour MyD88 et TLR4

Augmentation de l'activité du facteur tissulaire apres
incubation des monocytes avec des aPL. Réduction de 45%
de cette activité en présence d'un antagoniste du TLR4
(E.Coli K12 msbB LPS) et de 22% en présence d'un
anticorps anti-TLR2.

Activation des monocytes (expression et activité du FT) et
des cellules endothéliales (expression de la E-selectine) par
19 des 31 aPL testés. Ces effets disparaissent en présence

d'un anti-TLR2 mais pas en présence d'un anti-TLR4.

Mise en évidence d'un complexe annexine 2-TLR4 MD-2
responsable de I'augmentation de l'activité et de I'expression
du FT aprés incubation avec les aPL. Si inhibition de MD-2
par le paclitaxel, aucune augmentation du facteur tissulaire

est observée

L'utilisation de trois anticorps aPL monoclonaux induit le

transfert des TLR7 (cellules dendritiques) et TLRS
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Benhamou 2014

Kaiser 2014

Gysler 2016

Azuma 2016

TLR2/TLR4

TLR2

TLRS

TLR2/TLR4

(monocytes) du réticulum endoplasmique vers 1'endosmose,
et active la NADPH oxydase endosomiale, aboutissant a la

production d'anions superoxide.

Activation de la voie TLR chez les patients SAPL avec
augmentation de I’expression de I'ARNm TLR-2 et TLR-4,
et augmentation d’IRAK-1 qui permet I’activation de
facteur de transcription. L'expression de TLR-2 et de TLR-
4 ¢tait plus élevée chez les patients SAPL que chez les
témoins, avec des anomalies des différents paramétres
structurels vasculaires. L’injection d’aPL chez des souris
WT a mis en évidence une dysfonction endothéliale et une
augmentation de l'expression de TF, ce qui n’a pas été

retrouvé chez les souris TLR-2-KO ou TLR-4-KO

Génotypage de 77SNP de 10 genes codant TLR2,4,7 et 9,
chez 3587 patients atteints de lupus. En analyse combinée,
le SNP 15893629 du TLR2 était significativement associé a

des thromboses artérielles chez les patients lupiques étudiés.

Les aPL augmentaient I’expression de mi ARN146a-5p,
miARN156a-3p, miR-155 et miR-210 a la surface des
cellules trophoblastiques, via TLR4. miR-146a-3p régulait
la sécrétion de l'interleukine-8 en activant le capteur d'ARN
de TLR8. Les patientes avec SAPL obstétricaux exprimaient
significativement plus de miARN156a-3p circulant que les

sujets sains.

Cultures de cellules trophoblastiques de premier trimestre
avec IgG obtenue a partir d'un sérum avec anticorps anti 32-
GP1 positif et d’un sérum négatif. Analyse des cytokines
dans le surnageant et utilisation d’anticorps monoclonaux
anti-TLR2 ou TLR4. La production de cytokines (IL-6 et IL-
8), était plus importante en réponse au serum anti-B2-Gp1
positif qu’au sérum négatif. La sécrétion de cytokines a
partir des cellules trophoblastiques a diminué lorsque le
TLR a ¢été bloqué avec des anticorps anti-TLR2

monoclonaux de souris et anti-TLR4

Tableau 13: Tableau récapitulatif des études cliniques impliquant les TLR au cours du SAPL
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RESUME

Introduction : Le syndrome des anti-phospholipides (SAPL) est caractérisé par la survenue de thromboses
et d’événements obstétricaux pouvant engager le pronostic vital. Une meilleure compréhension de sa
physiopathogénie permettrait de stratifier le risque thrombotique. Les récepteurs Toll-like (TLR), acteurs de
I’immunité innée, sont impliqués dans de nombreuses maladies auto-immunes. Le TLR4 joue un rdle dans
la régulation de la dysfonction endothéliale et deux de ses polymorphismes, SNP rs4986790(Asp299Gly) et
SNP 1rs4986791(Thr3991le), ont été étudiés. L’objectif principal de notre travail était d’étudier le
polymorphisme du TLR4 dans une cohorte de patients atteints de SAPL comparativement a un groupe
témoin. L’objectif secondaire était de comparer les caractéristiques cliniques des patients SAPL en fonction

de leur polymorphisme du TLR4.

Patients et méthodes : 11 s’agit d’une étude monocentrique rétrospective au sein du CHU de Rouen.
L’inclusion des patients atteints de SAPL ou porteurs de « SAPL biologique » reposait sur la DNA-théque
d’exploration de TCA allongé et bilan de thrombophilie de 1999 a 2016, et sur des patients issus de
consultations de janvier 2016 a juillet 2017. L’ADN de ces derniers a été extrait aprés signature d’un
consentement éclairé. Un groupe de témoins indemnes de SAPL a été constitué. Les SNP rs4986790 et
rs4986791 du TLR4 ont été analysés par PCR-temps réel avec identification des formes sauvages ou des

formes mutées.

Résultats : Au total 87 patients ont été inclus, dont 14 patients porteurs de « SAPL biologique » et 73 patients
atteints de SAPL. Le groupe témoin était constitué de 70 patients. Au sein de la cohorte de SAPL, le sex ratio
était de 1:3 et I’age moyen au diagnostic de 42 +/- 14 ans. Les SAPL primaires étaient au nombre de 49
(67%), et les SAPL secondaires au nombre de 24 (33%). L’étude du polymorphisme de TLR4 dans le groupe
SAPL versus groupe témoin a mis en évidence une augmentation significative des SNP mutés dans le groupe
SAPL (N=15 (21%) comparativement au groupe témoin (N=5 (7%), p= 0,03). La prévalence de la forme
mutée du SNP était significativement augmentée chez les patients SAPL secondaires comparativement aux

SAPL primaires (N=9 (60%) versus N=6 (40%), p=0,03).

Conclusion : Nos résultats font évoquer un r16le pathogéne de la forme mutée des SNP
rs4986790(Asp299Gly) et rs4986791(Thr3991le) du TLR4 dans le SAPL. Cette donnée pourrait permettre
de mieux évaluer le risque thrombotique et la balance bénéfice-risque d’une anticoagulation prolongée chez

certains patients et permettre une prise en charge personnalisée.
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RESUME

Introduction : Le syndrome des anti-phospholipides (SAPL) est caractérisé par la survenue de thromboses
et d’événements obstétricaux pouvant engager le pronostic vital. Une meilleure compréhension de sa
physiopathogénie permettrait de stratifier le risque thrombotique. Les récepteurs Toll-like (TLR), acteurs de
I’immunité innée, sont impliqués dans de nombreuses maladies auto-immunes. Le TLR4 joue un rdle dans
la régulation de la dysfonction endothéliale et deux de ses polymorphismes, SNP rs4986790(Asp299Gly) et
SNP 1rs4986791(Thr3991le), ont été étudiés. L’objectif principal de notre travail était d’étudier le
polymorphisme du TLR4 dans une cohorte de patients atteints de SAPL comparativement a un groupe
témoin. L’objectif secondaire était de comparer les caractéristiques cliniques des patients SAPL en fonction

de leur polymorphisme du TLR4.

Patients et méthodes : 11 s’agit d’une étude monocentrique rétrospective au sein du CHU de Rouen.
L’inclusion des patients atteints de SAPL ou porteurs de « SAPL biologique » reposait sur la DNA-théque
d’exploration de TCA allongé et bilan de thrombophilie de 1999 a 2016, et sur des patients issus de
consultations de janvier 2016 a juillet 2017. L’ADN de ces derniers a été extrait aprés signature d’un
consentement éclairé. Un groupe de témoins indemnes de SAPL a été constitué. Les SNP 154986790 et
rs4986791 du TLR4 ont été analysés par PCR-temps réel avec identification des formes sauvages ou des

formes mutées.

Résultats : Au total 87 patients ont été inclus, dont 14 patients porteurs de « SAPL biologique » et 73 patients
atteints de SAPL. Le groupe témoin était constitué de 70 patients. Au sein de la cohorte de SAPL, le sex ratio
était de 1:3 et I’age moyen au diagnostic de 42 +/- 14 ans. Les SAPL primaires étaient au nombre de 49
(67%), et les SAPL secondaires au nombre de 24 (33%). L’étude du polymorphisme de TLR4 dans le groupe
SAPL versus groupe témoin a mis en évidence une augmentation significative des SNP mutés dans le groupe
SAPL (N=15 (21%) comparativement au groupe témoin (N=5 (7%), p= 0,03). La prévalence de la forme
mutée du SNP était significativement augmentée chez les patients SAPL secondaires comparativement aux

SAPL primaires (N=9 (60%) versus N=6 (40%), p=0,03).

Conclusion : Nos résultats font évoquer un r6le pathogéne de la forme mutée des SNP
rs4986790(Asp299Gly) et rs4986791(Thr3991le) du TLR4 dans le SAPL. Cette donnée pourrait permettre
de mieux évaluer le risque thrombotique et la balance bénéfice-risque d’une anticoagulation prolongée chez

certains patients et permettre une prise en charge personnalisée.
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