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GUIDON Catherine

GUIVARCH Jokthan
HAUTIER/KRAHN Aurélie
HRAIECH Sami

KASPI-PEZZOLI Elise

L'OLLIVIER Coralie
LABIT-BOUVIER Corinne
LAFAGE/POCHITALOFF-HUVALE Marina
LAGARDE Stanislas

LAGIER Aude (disponibilité)
LAGOUANELLE/SIMEONI Marie-Claude
LEVY/MOZZICONACCI Annie
LOOSVELD Marie

MAAROUF Adil

MACAGNO Nicolas

MAUES DE PAULA André

MEGE Diane

MOTTOLA GHIGO Giovanna
NINOVE Laetitia

NOUGAIREDE Antoine

(mono-appartenants)
DESNUES Benoit
MARANINCHI Marie

MERHEJ/CHAUVEAU Vicky
MINVIELLE/DEVICTOR Bénédicte
POGGI Marjorie

POUGET Benoit

PAULMYER/LACROIX Odile
PESENTI Sébastien
RADULESCO Thomas
RESSEGUIER Noémie
ROBERT Philippe

ROBERT Thomas

ROMANET Pauline
SABATIER Renaud
SARI-MINODIER Iréne
SAVEANU Alexandru

SECQ Véronique (disponibilité)
STELLMANN Jan-Patrick
SUCHON Pierre

TABOURET Emeline

TOGA Caroline

TOGA Isabelle

TOMASINI Pascale
TOSELLO Barthélémy
TROUSSE Delphine
TUCHTAN-TORRENTS Lucile
VELY Frédéric

VION-DURY Jean
ZATTARA/CANNONI Héléne

MAITRES DE CONFERENCES DES UNIVERSITES

RUEL Jérome
THOLLON Lionel

THIRION Sylvie
VERNA Emeline

MAITRE DE CONFERENCES DES UNIVERSITES DE MEDECINE GENERALE

CASANOVA Ludovic

MAITRES DE CONFERENCES ASSOCIES DE MEDECINE GENERALE a MI-TEMPS

BARGIER Jacques
CALVET-MONTREDON Céline
FORTE Jenny
JANCZEWSKI Aurélie
NUSSLI Nicolas
ROUSSEAU-DURAND Raphaélle



THERY Didier

MAITRE DE CONFERENCES ASSOCIE a MI-TEMPS
BOURRIQUEN Maryline
EVANS-VIALLAT Catherine

LAZZAROTTO Sébastien

LUCAS Guillaume

MATHIEU Marion

MAYENS-RODRIGUES Sandrine
MELLINAS Marie
ROMAN Christophe
TRINQUET Laure



ESSEURS DES UNIVERSITES et MAITRES DE CONFERENCES DES UNIVERSITES - PRATICIENS HOSPITA|
PROFESSEURS ASSOCIES, MAITRES DE CONFERENCES DES UNIVERSITES mono-appartenants

| ANATOMIE 4201

| ANTHROPOLOGIE 20 |

CHAMPSAUR Pierre (PU-PH)
LE CORROLLER Thomas (PU-PH)
PIRRO Nicolas (PU-PH)

GUENOUN-MEYSSIGNAC Daphné (MCU-PH)
LAGIER Aude (MCU-PH) disponibilité

THOLLON Lionel (MCF) (60eéme section)

ADALIAN Pascal (PR)

DEGIOANNI/SALLE Anna (MCF)
POUGET Benoit (MCF)
VERNA Emeline (MCF)

I BACTERIOLOGIE-VIROLOGIE ; HYGIENE HOSPITALIERE 4501 I

CHARREL Rémi (PU PH)
DRANCOURT Michel (PU-PH)
FENOLLAR Florence (PU-PH)
FOURNIER Pierre-Edouard (PU-PH)

| ANATOMIE ET CYTOLOGIE PATHOLOGIQUES 4203

JNICOLAS DE LAMBALLERIE Xavier (PU-PH)

CHARAFE/JAUFFRET Emmanuelle (PU-PH)
DANIEL Laurent (PU-PH)
FIGARELLA/BRANGER Dominique (PU-PH)
GARCIA Stéphane (PU-PH)

XERRI Luc (PU-PH)

DALES Jean-Philippe (MCU-PH)

GIUSIANO COURCAMBECK Sophie (MCU PH)
LABIT/BOUVIER Corinne (MCU-PH)
MACAGNO Nicolas (MCU-PH)

MAUES DE PAULA André (MCU-PH)

SECQ Véronique (MCU-PH) disponibilité

LA SCOLA Bernard (PU-PH)
RAOULT Didier (PU-PH) Surnombre

AHERFI Sarah (MCU-PH)

ANGELAKIS Emmanouil (MCU-PH) disponibilité
DUBOURG Grégory (MCU-PH)

GOURIET Frédérique (MCU-PH)

NOUGAIREDE Antoine (MCU-PH)

NINOVE Laetitia (MCU-PH)

CHABRIERE Eric (PR) (64&me section)
LEVASSEUR Anthony (PR) (64eme section)

DESNUES Benoit (MCF) ( 65eéme section )
MERHEJ/CHAUVEAU Vicky (MCF) (87eme section)

BIOCHIMIE ET BIOLOGIE MOLECULAIRE 4401 |

ANESTHESIOLOGIE ET REANIMATION CHIRURGICALE ;
MEDECINE URGENCE 4801

IBARLIER/SETTI Anne (PU-PH)

ALBANESE Jacques (PU-PH)
BRUDER Nicolas (PU-PH)
LEONE Marc (PU-PH)
MICHEL Fabrice (PU-PH)
VELLY Lionel (PU-PH)

BOUSSEN Salah Michel (MCU-PH)
GUIDON Catherine (MCU-PH)

GABERT Jean (PU-PH)
GUIEU Régis (PU-PH)
OUAFIK L'Houcine (PU-PH)

BUFFAT Christophe (MCU-PH)
FROMONOT Julien (MCU-PH)
MOTTOLA GHIGO Giovanna (MCU-PH)
ROMANET Pauline (MCU-PH)
SAVEANU Alexandru (MCU-PH)

| ANGLAIS 11

| BIOLOGIE CELLULAIRE 4403 |

BRANDENBURGER Chantal (PRCE) retraite mars 2021
FRAISSE-MANGIALOMINI Jeanne (PRCE)

ROLL Patrice (PU-PH)

FRANKEL Diane (MCU-PH)
GASTALDI Marguerite (MCU-PH)
KASPI-PEZZOLI Elise (MCU-PH)

BIOLOGIE ET MEDECINE DU DEVELOPPEMENT

ET DE LA REPRODUCTION ; GYNECOLOGIE MEDICALE 5405

ILEVY-MOZZICONNACCI Annie (MCU-PH)

METZLER/GUILLEMAIN Catherine (PU-PH)
PERRIN Jeanne (PU-PH)

| BIOPHYSIQUE ET MEDECINE NUCLEAIRE 4301

| CARDIOLOGIE 5102 |

GUED] Eric (PU-PH)

AVIERINOS Jean-Francois (PU-PH)



GUYE Maxime (PU-PH)
TAIEB David (PU-PH)

BELIN Pascal (PR) (69éme section)
RANJEVA Jean-Philippe (PR) (69eéme section)

CAMMILLERI Serge (MCU-PH)
VION-DURY Jean (MCU-PH)

BARBACARU/PERLES Téodora Adriana (MCF) (69eéme section)

BONELLO Laurent (PU PH)
BONNET Jean-Louis (PU-PH)
CUISSET Thomas (PU-PH)
DEHARO Jean-Claude (PU-PH)
FRANCESCHI Frédéric (PU-PH)
HABIB Gilbert (PU-PH)
PAGANELLI Franck (PU-PH)
THUNY Franck (PU-PH)

| CHIRURGIE VISCERALE ET DIGESTIVE 5202 |

BERDAH Stéphane (PU-PH)

BIOSTATISTIQUES, INFORMATIQUE MEDICALE
ET TECHNOLOGIES DE COMMUNICATION 4604

HARDWIGSEN Jean (PU-PH)
MOUTARDIER Vincent (PU-PH)

GAUDART Jean (PU-PH)
GIORGI Roch (PU-PH)
MANCINI Julien (PU-PH)

CHAUDET Hervé (MCU-PH)
DUFOUR Jean-Charles (MCU-PH)
GIUSIANO Bernard (MCU-PH)

ABU ZAINEH Mohammad (MCF) (5eéme section)
BOYER Sylvie (MCF) (5eéme section)

SEBAG Frédéric (PU-PH)
SIELEZNEFF Igor (PU-PH)
TURRINI Olivier (PU-PH)

BEGE Thierry (MCU-PH)
BEYER-BERJOT Laura (MCU-PH)
BIRNBAUM David (MCU-PH)
DUCONSEIL Pauline (MCU-PH)
GUERIN Carole (MCU PH)
MEGE Diane (MCU-PH)

I CHIRURGIE ORTHOPEDIQUE ET TRAUMATOLOGIQUE 5002 I

ARGENSON Jean-Noél (PU-PH)

BLONDEL Benjamin (PU-PH)

FLECHER Xavier (PU PH)

OLLIVIER Matthieu (PU-PH)

PARRATTE Sébastien (PU-PH) Disponibilité
ROCHWERGER Richard (PU-PH)
TROPIANO Patrick (PU-PH)

| CHIRURGIE INFANTILE 5402CHIRURGIE INFANTILE 5402 |

GUYS Jean-Michel (PU-PH) Surnombre

JOUVE Jean-Luc (PU-PH)

LAUNAY Franck (PU-PH)

MERROT Thierry (PU-PH)

VIEHWEGER Heide Elke (PU-PH) détachement
DARIEL Anne (MCU-PH)

IROLOGIE ; RADIOTHERAPIE 4702CANCEROLOGIE ; RADIOTHERAPJFAURE Alice (MCU PH)

BERTUCCI Francois (PU-PH)
CHINOT Olivier (PU-PH)
COWEN Didier (PU-PH)
DUFFAUD Florence (PU-PH)
GONCALVES Anthony PU-PH)
HOUVENAEGHEL Gilles (PU-PH)
LAMBAUDIE Eric (PU-PH)
PADOVANI Laetitia (PH-PH)
SALAS Sébastien (PU-PH)
VIENS Patrice (PU-PH)

SABATIER Renaud (MCU-PH)
TABOURET Emeline (MCU-PH)

PESENTI Sébastien (MCU-PH)

[FACIALE ET STOMATOLOGIE 5503CHIRURGIE MAXILLO-FACIALE A

CHOSSEGROS Cyrille (PU-PH)
GUYOT Laurent (PU-PH)

FOLETTI Jean-Marc (MCU-PH)



| CHIRURGIE THORACIQUE ET CARDIOVASCULAIRE 5103

CHIRURGIE PLASTIQUE,

COLLART Frédéric (PU-PH)
D'JOURNO Xavier (PU-PH)
DODDOLI Christophe (PU-PH)
FOUILLOUX Virginie (PU-PH)
GARIBOLDI Vlad (PU-PH)
MACE Loic (PU-PH)

THOMAS Pascal (PU-PH)
TROUSSE Delphine (MCU-PH)

RECONSTRUCTRICE ET ESTHETIQUE ; BRULOLOGIE 5004

CASANOVA Dominique (PU-PH)
LEGRE Régis (PU-PH)

BERTRAND Baptiste (MCU-PH)
HAUTIER/KRAHN Aurélie (MCU-PH)

I CHIRURGIE VASCULAIRE ; MEDECINE VASCULAIRE 5104

ALIMI Yves (PU-PH)

AMABILE Philippe (PU-PH)

BARTOLI Michel (PU-PH)

BOUFI Mourad (PU-PH)

MAGNAN Pierre-Edouard (PU-PH)
PIQUET Philippe (PU-PH)
SARLON-BARTOLI Gabrielle (PU PH)

EASTROENTEROLOGIE ; HEPATOLOGIE ; ADDICTOLOGIE 5203

BARTHET Marc (PU-PH)
DAHAN-ALCARAZ Laetitia (PU-PH)
GEROLAMI-SANTANDREA René (PU-PH)
GRANDVAL Philippe (PU-PH)

VITTON Véronique (PU-PH)

I HISTOLOGIE, EMBRYOLOGIE ET CYTOGENETIQUE 4202 I

LEPIDI Hubert (PU-PH)

PAULMYER/LACROIX Odile (MCU-PH)

GONZALEZ Jean-Michel ( MCU-PH)

| DERMATOLOGIE - VENEREOLOGIE 5003

| GENETIQUE 4704 |

BERBIS Philippe (PU-PH)

DELAPORTE Emmanuel (PU-PH)
GAUDY/MARQUESTE Caroline (PU-PH)
GROB Jean-Jacques (PU-PH)
RICHARD/LALLEMAND Marie-Aleth (PU-PH)

BEROUD Christophe (PU-PH)
KRAHN Martin (PU-PH)

LEVY Nicolas (PU-PH)
NGYUEN Karine (PU-PH)

| DUSI

COLSON Sébastien (MCF)

BOURRIQUEN Maryline (MAST)
EVANS-VIALLAT Catherine (MAST)
LUCAS Guillaume (MAST)
MAYEN-RODRIGUES Sandrine (MAST)
MELLINAS Marie (MAST)

ROMAN Christophe (MAST)
TRINQUET Laure (MAST)

TOGA Caroline (MCU-PH)
ZATTARA/CANNONI Hélene (MCU-PH)

[GYNECOLOGIE-OBSTETRIQUE ; GYNECOLOGIE MEDICALE 5403

AGOSTINI Aubert (PU-PH)

BOUBLI Léon (PU-PH) Surnombre
BRETELLE Florence (PU-PH)
CARCOPINO-TUSOLI Xavier (PU-PH)
COURBIERE Blandine (PU-PH)

ENDOCRINOLOGIE ,DIABETE ET MALADIES METABOLIQUES ;
GYNECOLOGIE MEDICALE 5404

ICRAVELLO Ludovic (PU-PH)
D'ERCOLE Claude (PU-PH)

BRUE Thierry (PU-PH)
CASTINETTI Frédéric (PU-PH)
CUNY Thomas (MCU PH)



IPIDEMIOLOGIE, ECONOMIE DE LA SANTE ET PREVENTION 460} HEMATOLOGIE ; TRANSFUSION 4701 |
AUQUIER Pascal (PU-PH) BLAISE Didier (PU-PH)
BERBIS Julie (PU-PH) COSTELLO Régis (PU-PH)
BOYER Laurent (PU-PH) CHIARONI Jacques (PU-PH)
GENTILE Stéphanie (PU-PH) GILBERT/ALESSI Marie-Christine (PU-PH)
MORANGE Pierre-Emmanuel (PU-PH)
VEY Norbert (PU-PH)
LAGOUANELLE/SIMEONI Marie-Claude (MCU-PH) DEVILLIER Raynier (MCU PH)
RESSEGUIER Noémie (MCU-PH) GELSI/BOYER Véronique (MCU-PH)
LAFAGE/POCHITALOFF-HUVALE Marina (MCU-PH)
MINVIELLE/DEVICTOR Bénédicte (MCF)(06eme section) LOOSVELD Marie (MCU-PH)
SUCHON Pierre (MCU-PH)
POGGI Marjorie (MCF) (64eme section)
| IMMUNOLOGIE 4703
MEDECINE LEGALE ET DROIT DE LA SANTE 4603 |
KAPLANSKI Gilles (PU-PH)
MEGE Jean-Louis (PU-PH) BARTOLI Christophe (PU-PH)
OLIVE Daniel (PU-PH) LEONETTI Georges (PU-PH)
VIVIER Eric (PU-PH) PELISSIER-ALICOT Anne-Laure (PU-PH)
PIERCECCHI-MARTI Marie-Dominique (PU-PH)
FERON Francois (PR) (69éme section)
TUCHTAN-TORRENTS Lucile (MCU-PH)
BOUCRAUT Joseph (MCU-PH)
CHRETIEN Anne-Sophie (MCU PH) BERLAND Caroline (MCF) (1ére section)
DEGEORGES/VITTE Joélle (MCU-PH)
DESPLAT/JEGO Sophie (MCU-PH)
ROBERT Philippe (MCU-PH)
VELY Frédéric (MCU-PH)
| MEDECINE PHYSIQUE ET DE READAPTATION 4905 |
I MALADIES INFECTIEUSES ; MALADIES TROPICALES 4503 IBENSOUSSAN Laurent (PU-PH)
VITON Jean-Michel (PU-PH)
BROUQUI Philippe (PU-PH)
LAGIER Jean-Christophe (PU-PH)
MILLION Matthieu (PU-PH) | MEDECINE ET SANTE AU TRAVAIL 4602 |

PAROLA Philippe (PU-PH)
STEIN Andréas (PU-PH)

ELDIN Carole (MCU-PH)

LEHUCHER/MICHEL Marie-Pascale (PU-PH)

| MEDECINE D'URGENCE 4805

[SARI/MINODIER Iréne (MCU-PH)

KERBAUL Francois (PU-PH) détachement
MICHELET Pierre (PU-PH)

MEDECINE INTERNE ; GERIATRIE ET BIOLOGIE DU
VIEILLISSEMENT ; ADDICTOLOGIE 5301

BONIN/GUILLAUME Sylvie (PU-PH)
DISDIER Patrick (PU-PH)

DURAND Jean-Marc (PU-PH)
EBBO Mikael (PU-PH)
GRANEL/REY Brigitte (PU-PH)
HARLE Jean-Robert (PU-PH)
ROSSI Pascal (PU-PH)
SCHLEINITZ Nicolas (PU-PH)

BENYAMINE Audrey (MCU-PH)



| MEDECINE GENERALE 5303 | NEPHROLOGIE 5203

GENTILE Gaétan (PR Méd. Gén. Temps plein) BRUNET Philippe (PU-PH)
BURTEY Stépahne (PU-PH)
CASANOVA Ludovic (MCF Méd. Gén. Temps plein) DUSSOL Bertrand (PU-PH)

JOURDE CHICHE Noémie (PU PH)
GUIDA Pierre (PR associé Méd. Gén. a mi-temps) retraite au 25/09/2(MOAL Valérie (PU-PH)

BARGIER Jacques (MCF associé Méd. Gén. A mi-temps) ROBERT Thomas (MCU-PH)
CALVET-MONTREDON Céline (MCF associé Méd. Gén. a temps plein)
FORTE Jenny (MCF associé Méd. Gén. A mi-temps)

JANCZEWSKI Aurélie (MCF associé Méd. Gén. A mi-temps) | NEUROCHIRURGIE 4902

NUSSLI Nicolas (MCF associé Méd. Gén. A mi-temps)

ROUSSEAU-DURAND Raphaélle (MCF associé Méd. Gén. A mi-temps) DUFOUR Henry (PU-PH)

THERY Didier (MCF associé Méd. Gén. A mi-temps) (nomination au 1,FUENTES Stéphane (PU-PH)
REGIS Jean (PU-PH)

| NUTRITION 4404 JROCHE Pierre-Hugues (PU-PH)
SCAVARDA Didier (PU-PH)

DARMON Patrice (PU-PH)
RACCAH Denis (PU-PH) CARRON Romain (MCU PH)
VALERO René (PU-PH) GRAILLON Thomas (MCU PH)

ATLAN Catherine (MCU-PH) disponibilité
BELIARD Sophie (MCU-PH)

MARANINCHI Marie (MCF) (66eme section)

NEUROLOGIE 4901

| ONCOLOGIE 65 (BIOLOGIE CELLULAIRE)
ATTARIAN Sharham (PU PH)
CHABANNON Christian (PR) (66eme section) AUDOIN Bertrand (PU-PH)
SOBOL Hagay (PR) (65eme section) AZULAY Jean-Philippe (PU-PH)
CECCALDI Mathieu (PU-PH)
EUSEBIO Alexandre (PU-PH)
| OPHTALMOLOGIE 5502 JFELICIAN Olivier (PU-PH)
DAVID Thierry (PU-PH) PELLETIER Jean (PU-PH)

DENIS Daniéle (PU-PH)
MAAROUF Adil (MCU-PH)

| PEDOPSYCHIATRIE; ADDICTOLOGIE 4904

DA FONSECA David (PU-PH)
POINSO Francois (PU-PH)

| OTO-RHINO-LARYNGOLOGIE 5501 |
GUIVARCH Jokthan (MCU-PH)
DESSI Patrick (PU-PH) PHARMACOLOGIE FONDAMENTALE -
FAKHRY Nicolas (PU-PH) PHARMACOLOGIE CLINIQUE; ADDICTOLOGIE 4803
GIOVANNI Antoine (PU-PH)
LAVIEILLE Jean-Pierre (PU-PH) BLIN Olivier (PU-PH)
MICHEL Justin (PU-PH) MICALLEF/ROLL Joélle (PU-PH)
NICOLLAS Richard (PU-PH) SIMON Nicolas (PU-PH)

TRIGLIA Jean-Michel (PU-PH)

RADULESCO Thomas (MCU-PH)
BOULAMERY Audrey (MCU-PH)

REVIS Joana (PAST) (Orthophonie) (7eme Section)

| PARASITOLOGIE ET MYCOLOGIE 4502 | PHILOSPHIE 17




RANQUE Stéphane (PU-PH)

CASSAGNE Carole (MCU-PH)
L'OLLIVIER Coralie (MCU-PH)
TOGA Isabelle (MCU-PH)

LE COZ Pierre (PR) (17éme section)

MATHIEU Marion (MAST)

PHYSIOLOGIE 4402

| PEDIATRIE 5401

ANDRE Nicolas (PU-PH)
BARLOGIS Vincent (PU-PH)
CHAMBOST Hervé (PU-PH)
DUBUS Jean-Christophe (PU-PH)
FABRE Alexandre (PU-PH)
GIRAUD/CHABROL Brigitte (PU-PH)
MICHEL Gérard (PU-PH)

MILH Mathieu (PU-PH)
OVAERT-REGGIO Caroline (PU-PH)
REYNAUD Rachel (PU-PH)
TSIMARATOS Michel (PU-PH)

TOSELLO Barthélémy (MCU-PH)

BARTOLOMEI Fabrice (PU-PH)

BREGEON Fabienne (PU-PH)

GABORIT Bénédicte (PU-PH)
MEYER/DUTOUR Anne (PU-PH)
TREBUCHON/DA FONSECA Agnés (PU-PH)

BONINI Francesca (MCU-PH)
BOULLU/CIOCCA Sandrine (MCU-PH)
DADOUN Frédéric (MCU-PH) (disponibilité)
DELLIAUX Stéphane (MCU-PH)

LAGARDE Stanislas (MCU-PH)

RUEL Jéréme (MCF) (69éme section)
THIRION Sylvie (MCF) (66&me section)

| PSYCHIATRIE D'ADULTES ; ADDICTOLOGIE 4903

BAILLY Daniel (PU-PH)
LANCON Christophe (PU-PH)
NAUDIN Jean (PU-PH)
RICHIERI Raphaélle (PU-PH)

CERMOLACCE Michel (MCU-PH)

CHOLOGIE - PSYCHOLOGIE CLINIQUE, PCYCHOLOGIE SOCIAL

ASTOUL Philippe (PU-PH)
BARLESI Fabrice (PU-PH)
CHANEZ Pascal (PU-PH)

GREILLIER Laurent (PU PH)
REYNAUD/GAUBERT Martine (PU-PH)
16

AGHABABIAN Valérie (PR)

LAZZAROTTO Sébastien (MAST)

TOMASINI Pascale (MCU-PH)

| RADIOLOGIE ET IMAGERIE MEDICALE 4302

| RHUMATOLOGIE 5001

BARTOLI Jean-Michel (PU-PH)
CHAGNAUD Christophe (PU-PH)
CHAUMOITRE Kathia (PU-PH)
GIRARD Nadine (PU-PH)

JACQUIER Alexis (PU-PH)

MOULIN Guy (PU-PH)

PANUEL Michel (PU-PH) surnombre
PETIT Philippe (PU-PH)

VAROQUAUX Arthur Damien (PU-PH)
VIDAL Vincent (PU-PH)

STELLMANN Jan-Patrick (MCU-PH)

GUIS Sandrine (PU-PH)
LAFFORGUE Pierre (PU-PH)
PHAM Thao (PU-PH)
ROUDIER Jean (PU-PH)

IHERAPEUTIQUE; MEDECINE D'URGENCE; ADDICTOLOGIE 480]

PNEUMOLOGIE; ADDICTOLOGIE 5101

AMBROSI Pierre (PU-PH)
VILLANI Patrick (PU-PH)

DAUMAS Aurélie (MCU-PH)



| REANIMATION MEDICALE ; MEDECINE URGENCE 4802 |

GAINNIER Marc (PU-PH) | UROLOGIE 5204
GERBEAUX Patrick (PU-PH)

PAPAZIAN Laurent (PU-PH) BASTIDE Cyrille (PU-PH)

ROCH Antoine (PU-PH) KARSENTY Gilles (PU-PH)

LECHEVALLIER Eric (PU-PH)
HRAIECH Sami (MCU-PH) ROSSI Dominique (PU-PH)
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INTRODUCTION

L’infection par le SARS-CoV-2, nommée CoronaVirus Disease 2019 (COVID-19), a
émergé en Chine a Wuhan en décembre 2019 et s’est répandue dans le monde
causant une pandémie virale responsable d’'une crise sanitaire et économique
mondiale sans précédent. Cette infection se décline sous différentes formes en
fonction de la gravité clinique, pouvant aller d'une simple infection Vvirale
asymptomatique a un véritable syndrome de détresse respiratoire aigué (SDRA) avec
défaillance multiviscérale nécessitant une prise en charge en réanimation. Chez les
personnes symptomatiques, la maladie est caractérisée par de la fievre, une toux
seche, une dyspnée, des myalgies ainsi qu’une asthénie et, dans 15-20% des cas, par
de séveéres atteintes pulmonaires et vasculaires, qui peuvent entrainer un SDRA et le
déces (1).

Une bonne compréhension de la physiopathologie de cette maladie est essentielle
pour le diagnostic, la recherche et la découverte de traitements efficaces, avec une
priorité pour la recherche de facteurs associés a la sévérité de la maladie voir prédictifs

du passage d’une forme modérée a sévére

La clef de la physiopathologie de la maladie semble liée a une réaction immunitaire
exagérée et inadaptée a l'origine de ce que I'on appelle une « tempéte cytokinique »

(2). Cette réaction immunitaire excessive, conduisant a une inflammation non

contrdlée pourrait induire I'initiation d’'une auto-immunité.

Récemment, un processus auto-immun a été décrit dans la COVID-19 mais son
implication fonctionnelle dans la maladie reste a ce jour non défini et mérite des études
afin d’élucider sa fonction. De plus, nous avons décrits la présence d’auto-anticorps
antiphospholipides (aPLs) chez des patients atteints de la COVID-19. Nous avons
également montré une association significative entre les patients porteurs d’'une forme
sévere de la COVID-19 et la présence d’anticorps anticardiolipine (aCL) d’isotype 1gG
(3) (ANNEXE1).

Cependant, I'existence de ce processus auto-immun et la présence de ces marqueurs
(aPLs) dans la COVID-19 n’ont pas suffisamment été étudiés et leurs réles restent a

définir dans la physiopathologie de la maladie.



Le but de ce travail de thése est de définir I'intérét et 'apport de la détection des aPLs
dans la prise en charge des patients atteints de la COVID-19. Il sera suivi par un travalil
de mémoire portant sur le suivi clinique et biologique de patients atteints de la COVID-

19 positifs en aCL IgG.

Dans ce travail de thése, apres des rappels sur les principales caractéristiques de la
COVID-19, nous présenterons les aPLs et réaliserons une revue de la littérature des
travaux publiés sur les aPLs dans la COVID-19. Enfin, nous discuterons sur le role

potentiel de ces aPLs et de I'auto-immunité dans la COVID-19.



LA COVID-19

Dans cette premiére partie, nous présenterons les différents aspects caractéristiques
de la COVID-19 et nous finirons sur 'auto-immunité rencontrée dans la COVID-19

comme transition afin d’amener la deuxiéme partie.

I.  Principales caractéristiqgues de la COVID-19

1. Le SARS-CoV-2

Le SARS-CoV-2 est un virus a ARN simple brin composé de 29 903 nucléotides
appartenant a la famille des Coronaviridae du genre Betacoronavirus. Son diamétre
est compris entre 60 et 140 nanometres (4). La majorité du génome code pour un gene
réplicase (ORFla et ORF1b) qui aboutira a la traduction de seize protéines non
structurales indispensables a la réplication virale. Le reste du génome code
essentiellement pour les protéines de structure du virus : la protéine de capside (N) la
protéine Spike (S), les protéines de membrane (M) et d’enveloppe (E) (5). Les
glycoprotéines membranaires (S, M, E) ancrées dans une enveloppe phospholipidique
permettent la protection de la nucléocapside composée du complexe ARN viral —
protéine de capside (N). La protéine S, formée des sous-unités S1 et S2, est la protéine
permettant I'entrée du virus dans la cellule cible avec S1 qui se lie au récepteur

cellulaire ACE2 et S2 qui participe a I'endocytose du virus (6) (Figure 1).

2. Origine

Le SARS-CoV-2 est un virus apparenté au SARS-CoV dont le réservoir est la chauve-
souris. L’analyse de la phylogénétique montre que les virus les plus proches du SARS-
CoV-2 en homologie de séquences sont des coronavirus de la chauve-souris,
notamment le RaTG13-CoV (96%) (7). Le SARS-CoV-2 posséde 79% d’homologie de
séquences avec le SARS-CoV-1 et 52% avec le MERS-CoV (5,8) (Figure 1).

Comparativement au modéle du SARS-CoV-1 et du MERS-CoV, le passage du SARS-

CoV-2 d'une espéce a l'autre a probablement nécessité un héte intermédiaire étant



donné le peu de contact et d’interaction entre les humains et les chauves-souris.
Cependant, les données et les recherches actuelles ne sont pas suffisantes pour
fournir des informations complétes sur lidentification de I'néte naturel ou I'héte
intermédiaire du SARS-CoV-2.

3. Epidémiologie
L'épidémie du nouveau coronavirus, le SARS-CoV-2, qui a débuté en Chine a Wuhan,
en décembre 2019, s'est propagée dans le monde entier et a constitué une grave
menace pour la santé de la population. Selon le dernier rapport de 'OMS publié le 24
aout 2021, des cas de patients atteints du variant Alpha de la COVID-19 ont été
rapportés dans 192 pays et dans 141 pays pour le variant Beta. Des cas du variant
Gamma ont été rapportés dans 86 pays et dans 163 pays pour le variant delta. A
I'échelle mondiale, plus de 211 millions de cas de COVID-19 et plus de 4,4 millions de
déces ont été recensés (9). D’aprés Santé Publique France, au 24 aout 2021, 71,1 %
de la population francaise avait recu au moins une dose de vaccin et 62.7% était

completement vaccinée.

Outre la crise sanitaire, la pandémie de COVID-19 a imposé plusieurs autres défis a
I'économie, a la liberté individuelle et a la vie sociale. Pour combattre la pandémie,
plusieurs pays ont mis en place des mesures de confinement a I'échelle nationale ou
étatique. Aujourd'hui encore, plusieurs pays et Etats sont sous le coup d'une mesure
de confinement ou d'un couvre-feu. Le confinement mondial a imposé différents types
de défis psychologiques aux gens et a également affecté les moyens de subsistance

de millions de personnes.

Les hommes sont légérement plus sensibles a l'infection par le SARS-CoV-2 que les
femmes (1,10,11). Et des données stratifiees par sexe sur la mortalité et la vulnérabilité
a la maladie suggerent que la mortalité masculine est supérieure a celle des femmes
(12).

4. Physiopathologie

i.  Transmission



La transmission du SARS-CoV-2 se fait principalement par 'émission de gouttelettes
respiratoires chargées en particules virales, soit par contact direct avec une muqueuse
(transmission directe) soit par contact avec une surface infectée au préalable
(transmission indirecte). Le virus pourrait survivre plusieurs jours sur les surfaces
inertes. Apres aérosolisation expérimentale, le virus peut survivre au moins trois
heures. Une transmission par aérosols du SARS-CoV-2 n’a pas été montrée ce jour,
bien qu’une distinction stricte entre transmission d’aérosols et de gouttelettes ne soient
pas vraiment possible en pratique courante (13). L’ARN viral du SARS-CoV-2 a été
détecté dans d’autres prélevements comme le sang et les selles chez des patients
infectés. Cependant, I'existence d’'une transmission féco-orale n'a pas été prouvée
(24).

ii. Pénétration du virus dans la cellule cible

Pour rentrer dans la cellule cible, le SARS-CoV-2 utilise sa protéine S pour se fixer sur
le récepteur ACE2. La fixation de S1 a ACE2 permet une modification
conformationnelle de la protéine S, libérant S2 et entrainant la fusion membranaire
puis 'endocytose du virus dans la cellule cible. Cette fusion nécessite deux étapes de
clivage protéolytique : un premier clive la protéine S en S1 et S2 et un deuxiéme au
niveau de S2. La particularité du SARS-CoV-2 est que sa protéine S possede un site
de clivage furine (protéase abondante dans le plasma) permettant de faciliter le clivage

S1 et S2 et donc sa transmission (15).

ii.  Reéplication virale

Une fois entré dans la cellule, le virus va pouvoir utiliser la machinerie cellulaire pour
traduire le géne de la réplicase en deux polyprotéines ppla et pplab. Celles-ci seront
a leur tour clivées en plusieurs protéines s’assemblant pour former un complexe de
transcription et de réplication indispensables au fonctionnement du cycle viral. Ce
complexe va permettre la reproduction de 'ARN viral et la production de protéines de
structure des nouveaux virions. La combinaison des nouveaux brins d’ARN

synthétisés avec la protéine N va former de nouvelles nucléocapsides. Enfin, une



étape d’assemblage avec les glycoprotéines membranaires va permettre I'exocytose

des nouvelles particules virales (16) (Figure 1).
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Figure 1. Structure, phylogénie et cycle de réplication du SARS-CoV-2 (17)



iv.  Réponse immunitaire

De maniére semblable aux autres virus respiratoires, 'immunité innée va induire la
reconnaissance de '’ARN viral du SARS-CoV-2 par les récepteurs PRR de cellules
sentinelles comme les macrophages et les cellules dendritiques. L’activation de
facteurs de transcription va entrainer la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires
(TNF-qa, IL-1, IL-6), de chimiokines et d’interférons de type I. Les interférons de type |
stimulent I'expression des génes ISG (interferon-stimulated gene) entrainant une
atmosphere antivirale qui permet l'inhibition de la réplication virale, la protection des
cellules non infectées et la stimulation de I'immunité lymphocytaire (lymphocytes T
CD8, NK). Pour activer 'immunité adaptative, les antigénes viraux sont présentés par
les cellules présentatrices d’antigéne aux lymphocytes T et B via les complexes

majeurs d’histocompatibilité de type 1 et 2 (18).

Il a été observé dans certaines formes de la COVID-19, notamment dans les formes
séveres, une certaine inefficacité de la réponse immunitaire innée pouvant entrainer
dans un second temps, une amplification de la réponse inflammatoire. Cette
stimulation exagérée de la réponse immunitaire sera a 'origine de ce que 'on appelle
un « orage cytokinique » causant des dégats au niveau tissulaire qui a terme, seront
responsables de I'apparition d’'un syndrome de détresse respiratoire aigué et d’'une
défaillance multi-viscérale nécessitant une prise en charge en réanimation (18). En
effet, Il a été rapporté des taux élevés de cytokines pro-inflammatoires (IL-6, TNF-a)

chez les patients atteints de formes séveres de la COVID-19 (1) (Figure 2).
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Figure 2. Mécanismes incriminés de la réaction immunitaire dans l'infection par le
SARS-CoV-2 (17)

5. Clinique

i. Phase aigué

La période d'incubation de la COVID-19, qui est le délai entre I'exposition au virus et
l'apparition des symptémes, est de 5 a 6 jours, mais peut aller jusqu'a 14 jours.
Pendant cette période, également appelée période "pré-symptomatique”, les
personnes infectées peuvent étre contagieuses et transmettre le virus a des individus
sains dans la population. Les patients atteints de la COVID-19 appartiennent
principalement a la tranche d'age 50-70 ans, et présentent le plus souvent de la fievre,
des myalgies, une toux seche, un essoufflement, des nausées, des vomissements et
des malaises, bien que les patients puissent présenter une maladie asymptomatique,
légere (81%), modérée ou sévere (19%) (Tableau 1). Certains patients peuvent
egalement présenter des symptomes gastro-intestinaux tels que des douleurs
abdominales, des vomissements et des selles molles. Des dysfonctionnements

olfactifs et/ou gustatifs comme I'anosmie et/ou 'agueusie ont été rapportés. L'anosmie
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ou l'agueusie peut étre le seul symptdme et a constitué un bon signe quasi-

pathognomonique de la maladie en période épidémique (19,20).

Séveérité de la maladie Clinique, imagerie et biologie

Pas de symptdme clinique
Asymptomatique Ecouvillon positif au SARS-CoV-2 par RT-PCR

Imagerie thoracique normale

Fievre, toux, myalgies, malaise

Légere Nausées, vomissements, douleurs abdominales

Signes de pneumonie sans hypoxémie (toux fébrile
Modérée persistante)

Lésions significatives a I'imagerie thoracique

Sévere Pneumonie avec hypoxémie (SpO2 < 92%)

Critique SDRA, défaillance multiviscérale, état de choc

Tableau 1. Manifestations clinico-biologiques et imagerie selon la sévérité de la
COVID-19 (19)

ii. Complications

Les complications observées chez les patients atteints d'une infection par la COVID-
19 sont principalement dues a « lorage cytokinique ». Elles comprennent
principalement une altération de la fonction respiratoire avec le SDRA, ainsi que d’une
altération du systeme de la coagulation favorisant I'apparition de thromboses
artérielles et veineuses. Des événements thromboemboliques veineux et artériels
surviennent chez environ 20 % (21) des patients hospitalisés atteints de la COVID-19
et peut monter jusqu’a 50 % (22) chez les patients hospitalisés en unité de soins
intensifs continus (USC). Environ 30 % des patients hospitalisés atteints de la COVID-
19 sont traités dans une USC, le plus souvent en raison d'une insuffisance respiratoire
hypoxémique. Parmi ces patients, les 3 quarts ont besoin d'une ventilation mécanique

invasive (19).

iii.  Population pédiatrique
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Les enfants atteints de la COVID-19 présentent des symptdbmes plus légers,
principalement limités aux voies aériennes respiratoires supérieures, et nécessitent
rarement une hospitalisation. Bien que la plupart des cas pédiatriques soient bénins,
un petit pourcentage (<7 %) d'enfants admis a I'hépital pour la COVID-19 développent
une maladie grave nécessitant une ventilation mécanique. Un syndrome inflammatoire
multisystémique rare, semblable a la maladie de Kawasaki, a récemment été décrit
chez des enfants d'Europe et d'Amérique du Nord atteints d'une infection par le SARS-
CoV-2. Ce syndrome inflammatoire multisystémique chez les enfants est peu fréquent

(2 sur 100 000 personnes ageées de <21 ans) (20).

iv.  Phase chronique : le syndrome post-COVID-19

Des preuves croissantes montrent qu'un nombre significatif de patients atteints de la
COVID-19 présentent des symptdmes prolongés, connus sous le nom de « COVID-
Long » ou de « Syndrome Post-COVID-19 » (SPC). En se basant sur la chronicité des
symptébmes apres l'infection par le COVID-19, Nalbandian et al. ont classifié le
syndrome qui suit la phase aigué de la COVID-19 en deux catégories : le syndrome
subaigu ou persistant de l'infection a la COVID-19 (les symptdémes sont présents
jusqu'a 12 semaines apres I'épisode aigu initial) et le syndrome chronique ou SPC (les
symptémes sont toujours présents au-dela de 12 semaines). Cependant, il ne doit pas
étre attribuable a un autre diagnostic (23). Une étude portant sur 3672 participants a
retrouvé une persistance de symptébmes chez au moins 30% des patients. Les
symptémes les plus fréquents signalés apres le sixieme mois étaient la fatigue, le
malaise post-effort et le dysfonctionnement cognitif (24) (Figure 3). Une deuxiéme
étude portant sur 177 participants confortent ces données en retrouvant une

prévalence de 30% de SPC a 6 mois de suivi (25).
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Figure 3. Principaux symptémes persistants aprés 6 mois (24)

6. Diagnostic

Le diagnostic de la COVID-19 est généralement posé a l'aide d'un test d'amplification
en chaine par une polymérase (RT-PCR) effectué sur un écouvillon nasal. Cependant,
en raison des taux de résultats faussement négatifs des tests RT-PCR du SARS-CoV-
2 sur écouvillon nasal, la symptomatologie clinique, les résultats de laboratoire et

d'imagerie peuvent également étre utilisés pour établir un diagnostic présumé.

i. Biologie moléculaire

La détection de I'ARN du SARS-CoV-2 a partir d'échantillons respiratoires par RT-PCR
est la norme pour le diagnostic. Cependant, la sensibilité du test varie en fonction du
moment ou il est effectué par rapport a I'exposition. Les facteurs contribuant aux
résultats faussement négatifs du test comprennent la qualité et nature du prélévement
ainsi que le temps écoulé depuis I'exposition (26). Les échantillons des voies
respiratoires inférieures, tels que les liquides de lavage broncho-alvéolaire, sont plus
sensibles que les échantillons des voies respiratoires supérieures. Parmi les 1070
echantillons prélevés chez 205 patients atteints de la COVID-19 en Chine, les
échantillons de liquide de lavage broncho-alvéolaire présentaient les taux les plus
élevés de résultats positifs aux tests RT-PCR du SARS-CoV-2 (93 %), suivis des
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expectorations (72 %), des écouvillons nasaux (63 %) et des écouvillons pharyngés
(32 %) (27).

ii. Seérologie SARS-CoV-2

Plusieurs tests sérologiques peuvent également aider le diagnostic. Cependant, la
présence d'anticorps ne confere pas nécessairement une immunité, car les anticorps
produits en réponse a linfection ne sont pas tous neutralisants. Les anticorps IgM
peuvent étre détectés dans la premieére semaine suivant l'infection mais leurs taux sont
relativement plus élevés au cours de la deuxieme et troisieme semaine de la maladie.
Une réponse IgG est observée environ 14 jours aprés l'apparition des symptdémes
(28,29) (Figure 4).

Before symptom onset After symptom onset

( Detection unlikely? ) ( PCR - Likely positive )( PCR - Likely negativeb )

( Antibody detection

_/

SARS-CoV-2

exposure

Increasing probability of detection —lb

Week -2 Week -1 Week 1 Week 2 Week 3 Week 4 Weelk 5 Week 6

Symptom onset
Nasopharyngeal swab PCR Bronchoalveolar lavage/sputum PCR ~~  ===e==. IgM antibody
Virus isolation from respiratory tract StoolPCR  emesee=. 1gG antibody

Figure 4. Evolution des résultats sérologiques et de biologie moléculaire au cours du
temps dans la COVID-19 (29)
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iii. Biologie

Une méta-analyse de 19 études portant sur 2 874 patients, a fait état de la gamme
typique d'anomalies de laboratoire observées dans la COVID-19, notamment une
élévation de la protéine C-réactive sérique (CRP), de la lactate déshydrogénase
(LDH), de l'alanine aminotransférase et de l'aspartate aminotransférase (30). La
lymphopénie est 'anomalie hématologique la plus fréquente et représente jusqu’a 83
% des patients hospitalisés pour la COVID-19. Une Iégére thrombopénie ainsi que des
anomalies des tests de coagulation comme un allongement du temps de prothrombine
et des valeurs élevés de D-dimeres sont courants (10). Cependant, la plupart de ces
caractéristiques de laboratoire ne sont pas spécifiques et sont retrouvés dans les cas

d’autres pneumonies virales ou bactériennes.

iv. Imagerie

Les anomalies caractéristiques de l'imagerie scanographique thoracique pour la
COVID-19 sont des opacités en verre dépoli diffuses et périphériques. Les opacités
en verre dépoli peuvent avoir des marges mal définies, des bronchogrammes aériens,
un épaississement interlobulaire ou septal lisse ou irrégulier, et un épaississement de
la plévre adjacente. Les résultats de l'imagerie tomodensitométrique thoracique ne
sont pas spécifiques et se chevauchent avec d'autres infections, de sorte que la valeur
diagnostique de l'imagerie tomographique thoracique pour la COVID-19 est limitée.
Certains patients admis a I'hopital avec une infection par le SARS-CoV-2 confirmée
par RT-PCR présentent des résultats d'imagerie tomographique normaux, tandis que
des résultats anormaux d'imagerie tomographique thoracique compatibles avec la
COVID-19 sont retrouvés quelques jours avant la détection de 'ARN du SARS-CoV-2

chez d'autres patients (31).

7. Facteurs de risque / gravité

Il a été montré que la mortalité était plus importante chez les personnes agées ainsi

gue chez les personnes présentant des facteurs de risques cardiovasculaires comme
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'hypertension artérielle, le diabéte, 'obésité (32). De plus, de hombreux marqueurs
biologiques associés a la sévérité de la maladie ont été mis en évidence comme une
élévation importante de la CRP et de cytokines pro-inflammatoires (IL-6 par exemple),
une lymphopénie, un ratio polynucléaires neutrophiles (PNN) sur lymphocytes élevés
(NLR), un ratio PNN sur plaguettes élevées (33), une éosinopénie, une

hyperferritinémie, une hyper LDHémie, une augmentation des D-diméres (34—36).

8. Traitements

Depuis le début de la pandémie, la recherche de traitements efficaces contre le SARS-
CoV-2 a donné lieu a de nombreuses études. Dans la littérature, les deux
médicaments qui ont montré leur efficacité de fagon claire et reproductible sont la
dexaméthasone et le tocilizumab. Ces deux médicaments seraient indiqués chez les
patients présentant une forme sévéere voire critique de la COVID-19 sur la base d’une
réduction de la mortalité et du risque de nécessiter une ventilation mécanique invasive
(37,38). De plus, un cocktail d’anticorps monoclonaux constitué du casirivimab et du
imdevimab a montré une efficacité sur la diminution de la mortalité et de la charge
virale du SARS-CoV-2 chez des patients non hospitalisés, plus particulierement chez
les patients qui ne présentaient pas de séroconversion au SARS-CoV-2 ou qui
présentaient une charge virale élevée (39,40). Chez des patients ambulatoires
considérés a risque de développer une forme sévere de la COVID-19, un second
cocktail composé du bamlanivimab et de I'etesevimab a montré son efficacité en
réduisant le taux d’hospitalisation, le taux de déces ainsi que la décroissance plus
rapide de la charge virale (41). Le cocktail bamlanivimab — etesevimab serait moins
efficace que le cocktail casirivimab — imdevimab sur le variant brésilien du SARS-CoV-
2 (42). D’autres médicaments sont en cours de développement clinigue comme

certains antiviraux (lopinavir, ritonavir).

[I. La COVID-19 et auto-immunité

L’auto-immunité chez un individu peut se traduire par une anomalie du systeme

immunitaire entrainant celui-ci a s’attaquer aux éléments du « soi ». Le « SOi »
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correspond aux antigénes physiologiquement présents chez un individu. L'induction
d’'une auto-immunité résulte de multiples facteurs notamment génétiques et
environnementaux. Chez ces individus génétiquement prédisposés, le systéeme
immunitaire ne sera plus capable de distinguer certains éléments du « soi » et aboutira
a la production de cellules immunitaires auto-réactives qui causeront des dégats

tissulaires (Figure 5).

Genetic predisposition

HLA
Cytokine pathways

AIRE
Environmental l
triggers
Infection : 'I_’is_sue
Microbiome injury
Traumatic Autoreactive
insult T cell

Activation and proliferation
of autoreactive T cells

Defective regulation

FOXP3, CTLA-4, IL-2, etc.

Figure 5. Mécanismes de l'initiation d’'une auto-immunité (43)

1. Hypothéses sur la rupture de la tolérance du « soi » dans la COVID-
19

De plus en plus de preuves confirment que le SARS-CoV-2 induit une auto-immunité
chez les patients atteints de la COVID-19. L'exposition a des épitopes viraux est une

cause identifiee d'auto-immunité, précédemment avancée dans les maladies
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infectieuses par les coronavirus (44,45). Le mimétisme moléculaire entre la protéine
du SARS-CoV-2 et des protéines du « soi » a été proposé comme un facteur
déclenchant auto-immun chez les patients génétiguement prédisposés (46—48). En
effet, la réponse immunitaire contre le SARS-CoV-2 pourrait réagir de maniere croisée
avec des protéines humaines qui partageraient des homologies de séquences avec le
virus. L'Ankyrine-1, une protéine membranaire érythrocytaire présentant des
similitudes structurelles avec la protéine Spike, pourrait étre un auto-antigéne impliqué
dans I'apparition d’anémie hémolytique auto-immune dans la COVID-19 (49). L'effet
cytolytique du virus ainsi que sa réplication massive (50), contribuent a une induction
importante de cellules apoptotiques, qui sont connues pour déclencher une réaction
auto-immune et la production d'auto-anticorps tels que les auto-anticorps
antinucléaires (AN) (51). Les cellules infectées par le SARS-CoV-2 peuvent échapper
a la réponse IFN I, ce qui entraine une réplication virale incontrélée, et l'afflux de
polynucléaires neutrophiles (PNN) et de monocytes/macrophages conduit & une
production accrue de cytokines pro-inflammatoires, qui jouent un réle majeur dans la

pathogenese des maladies auto-immunes (52).

2. Maladies auto-immunes rencontrées dans la COVID-19

De nombreuses maladies auto-immunes ont été signalées chez des patients atteints
de la COVID-19, méme en l'absence de maladies inflammatoires et auto-immunes

préexistantes (53,54).

Sur le plan hématologique, ce sont surtout des anémies hémolytiques auto-immunes
(AHAI) ainsi que des purpuras thrombopéniques idiopathiques (PTI) qui ont été décrits.
Les AHAI sont connus pour étre associées avec les maladies auto-immunes, les

cancers, les médicaments et dans de rares cas avec des infections.

Des syndromes de Guillain-Barré (SGB) ont également été retrouvés chez des
patients atteints de la COVID-19. Une infection virale ou bactérienne est souvent a

l'origine d’'un SGB.

De plus, de véritables MAI systémiques telles que des lupus érythémateux disséminés
ou des vascularites a ANCA ont été diagnostiquées de novo chez des patients atteints
de la COVID-19.
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Des maladies inflammatoires comme des maladies semblables a la maladie de

Kawasaki ont été décrits, plus particulierement dans la population pédiatrique.

Des arthrites inflammatoires ont également été retrouvées chez les patients atteints
de la COVID-19.

Des études portant sur des patients préalablement porteurs de MAI ont montré que
cette population ne serait pas plus a risque d’étre infecté par le SARS-CoV-2 que la
population générale et ne développerait pas plus de formes sévéeres de la COVID-19.
En effet, cette population est considérée comme étant a risque de développer plus
d’infections et notamment plus séveres que la population générale a cause de

I'utilisation de traitements immunosuppresseurs comme traitement de fond de la MAL.

Enfin, devant la coagulopathie et I'incidence importante d’évenements thrombotiques
dans la COVID-19 mimant un syndrome des anti-phospholipides (SAPL), des études

ont retrouvés la présence d’aPLs dans la COVID-19.

LES AUTO-ANTICORPS ANTI-PHOSPHOLIPIDES

Dans cette seconde partie, nous ferons des rappels sur les aPLs ainsi que sur le SAPL
dans un premier temps puis nous présenterons les aPLs dans la COVID-19 avec une

revue de la littérature dans un deuxiéme temps.

I. Les auto-anticorps anti-phospholipides dans le syndrome des anti-

phospholipides

1. Le syndrome des anti-phospholipides

Le SAPL est une MAI non spécifique d’organe qui se présente par I'association de
manifestations thrombotiques et/ou obstétricales et la présence durable d’anticorps
dirigés contre les phospholipides membranaires appelés auto-anticorps anti-
phospholipides (aPLs).
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On distingue le SAPL primaire, qui sera rencontré en dehors de tout cadre
pathologique auto-immun défini, du SAPL secondaire qui sera donc associé a une
autre MAI non spécifique d’organe, principalement le lupus érythémateux systémique
(LES).

Il affecte le plus souvent les jeunes femmes adultes.

La prévalence estimée du SAPL primaire serait de 1/2000 dans la population générale.
Au cours d’'un LES, la prévalence de développer un SAPL secondaire serait de 'ordre
de 7 a 15 % (55).

D’un point de vue physiopathologie, les aPLs interagissent avec les phospholipides
(PL) membranaires des plaquettes et des cellules endothéliales et activeraient la

coagulation entrainant un état pro-thrombotique.

Son diagnostic repose sur des faisceaux d’arguments clinico-biologiques. En effet, les
criteres diagnostics du SAPL sont remplis si au moins un critere clinique et un critére
biologique sont présents parmi les suivants : thrombose vasculaire et/ou morbidité
obstétricale et présence durable (confirmé a 12 semaines du premier dosage) des
aPLs.

Parmi les critéres biologiques, on notera la présence de marqueurs biologiques
appelés marqueurs conventionnels du SAPL qui sont les marqueurs de définition du
SAPL et d’autres marqueurs appelés marqueurs non conventionnels, recherchés

lorsque les autres sont négatifs.

2. Les auto-anticorps anti-phospholipides

Les aPLs représentent une famille hétérogéne d’auto-anticorps dirigés contre les PL.
Les PL sont organisés en bicouches et classés selon leur charge afin de constituer les
membranes cellulaires biologiques. Les aPLs se fixent sur les PL anioniques ou
neutres mais peuvent également se lier a des complexes composés de cofacteurs
(protéines plasmatiques ou endothéliales) associés aux PL. Les aPLs sont détectés

chez 1 a 5% de la population générale (56).

Parmi les aPLs, nous retrouvons les marqueurs conventionnels du SAPL qui sont les

suivants : l'anticoagulant circulant lupique ou lupus anticoagulant (LA), les auto-
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anticorps anticardiolipines (aCL) IgG et/ou IgM, et les auto-anticorps anti-béta-2-

glycoprotéine-1 (aB2GP1) IgG et/ou IgM.

Et les non-conventionnels du SAPL : les aCL IgA, les aB2GP1 IgA, les anticorps anti-
phosphatidyléthanolamine (aPE) IgG, IgM et/ou IgA, les anticorps anti-prothrombine
(aPT) 1gG et/ou IgM, les anticorps anti-annexine V (aANV) IgG et/ou IgM. Ces
marqueurs n’entrent pas dans le cadre des critéres biologiques du SAPL et ne

permettent donc pas de poser un diagnostic de SAPL a eux seuls.

i. Détection des marqueurs conventionnels

Pour le dosage des marqueurs conventionnels du SAPL, on utilisera deux techniques
différentes : le LA sera recherché par des tests de coagulation et les aPLs seront

recherchés par une techniqgue immunologique : le test ELISA.

ii. Recherche du lupus anticoagulant

D’un point de vue pré-analytique, la recherche du LA s’effectue sur un tube citraté
aprés double centrifugation pour obtenir du plasma pauvre en plaquettes. |l n’est pas
recommandé de rechercher un LA a la phase aigué d’un événement thrombotique ou
pendant la grossesse. Afin d’éviter les interférences analytiques, il est recommandé
d’effectuer les tests de coagulation a distance d’un traitement anticoagulant (héparine
non fractionnée (HNF), anticoagulants oraux directs (AOD), antivitamine K (AVK) et

fondaparinux.

Selon les recommandations de I International Society on Thrombosis and
Haemostasis (ISTH) (57), la recherche d’'un LA doit se faire en plusieurs étapes : le
dépistage du LA, la mise en évidence d’un inhibiteur de la coagulation, la confirmation

de la dépendance en PL
1) Dépistage du LA

Le dépistage du LA repose sur la mise en évidence d’un allongement du temps d’un
test de coagulation PL-dépendant. Afin d’augmenter la sensibilité aux aPLs, le test doit

étre réalisé en présence d’une faible concentration en PL.
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Il est recommandé d’effectuer au moins deux tests basés sur des principes différents

afin d’explorer les deux voies de la cascade de coagulation.

L’ISTH recommande d’utiliser le temps de venin de vipere Russell dilué (dRVVT) en
premiére intention. Le deuxiéme test préconisé est le temps de céphaline avec
activateur (TCA).

Si au moins un des deux tests présente un allongement du temps de coagulation, le

dépistage du LA est considéré comme positif.

2) Mise en évidence d’un inhibiteur de la coagulation

Pour cette étape, une épreuve de correction est réalisée. Elle consiste a répéter le test
de dépistage initialement allongé en mélangeant, a volume égal, le plasma du patient
avec un pool de plasma normal. L’absence de correction de I'allongement des temps
de coagulation aprés mélange est en faveur de la présence d’un inhibiteur de la
coagulation, appelé également anticoagulant circulant. Au contraire, si le temps de
coagulation est corrigé apres test du mélange, cela orientera plutét vers un déficit en
facteur de la coagulation.

Le résultat est exprimé en indice de Rosner (IR) correspondant a :
IR = ((Temps mélange — Temps témoin) / Temps patient)) x 100

La mise en évidence de I'anticoagulant circulant est négative si I'IR est < 12% et

positive s'’il est 2 15% avec une zone d’incertitude entre 12 et 15%.

3) Confirmation de la dépendance en PL

Le but de cette étape est de montrer que l'inhibiteur de la coagulation est PL-

dépendant.

Cette étape consiste a réaliser le test de dépistage initialement allongé, en présence
d’'un exces de PL. Ainsi, en présence d’un LA, la saturation des aPLs par I'exces de

PL entraine la correction de I'allongement du temps de coagulation.

Apres I'étape de confirmation, si au moins un des deux tests de coagulation est positif,

la présence d’un LA est affirmée.
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iii. Recherche des auto-anticorps anti-phospholipides

La recherche des aPLs conventionnels et non conventionnels sont recherchés par
technique ELISA, Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay. C’est une technique
immuno-enzymatique qui va permettre d’analyser la réaction entre antigénes et
anticorps grace a la mesure de la densité optique (DO) par spectrophotométrie de la
coloration obtenue par I'action d’'une enzyme sur un substrat a la fin de la réaction. Il
existe plusieurs variantes de la technique ELISA. La variante utilisée pour la détection

des aPLs est la « variante indirecte ». Cette technique se décline en plusieurs étapes :
1) « Coating » de I'antigéne (AG)

Cette étape permet la fixation de I'AG, dont on recherche lanticorps (AC)
correspondant, au fond des puits de la plague. Aprés incubation, les puits sont lavés

pour éliminer le surplus d’AG.

2) Etape de saturation

Cette étape permet la saturation des puits avec des protéines inertes comme
'albumine de sérum bovin (BSA) afin d’'empécher une fixation non spécifique sur la

surface des bords libres des puits.

3) Incubation de 'AC a doser

Cette étape consiste a incuber la solution d’AC (sérum du patient) que I'on souhaite
doser dans les puits de la plaque. Si le sérum du patient contient I’'AC recherché, celui-
ci se fixe sur I'antigéne « coaté » au fond du puits, formant ainsi un complexe AG/AC.

Ensuite une étape de lavage intervient pour éliminer le surplus d’AC.

4) Incubation de 'AC conjugué

Dans cette étape, l'incubation d’'une solution d’AC couplés a une enzyme va se fixer

sur 'AC que 'on souhaite doser. L’enzyme, en présence de son substrat, permettra
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I'apparition d’'une solution colorée mesurable en spectrophotométrie. Encore une fois,

une étape de lavage sera réalisée afin d’éliminer 'excés d’AC conjugué.

5) Etape de révélation

Pour cette étape, on va incuber une solution contenant le substrat de I'enzyme.
L’apparition d’'une coloration au sein de la solution indique la présence de I'AC
recherché. L’intensité de la coloration est proportionnelle a la concentration de I'AC
que I'on souhaite doser. La coloration sera ensuite analysée par spectrophotométrie
afin d’obtenir une variation de densité optique qui permettra d’obtenir la quantité d’AC

dans le sérum.

iv. Particularitts de [I'exploration des auto-anticorps anti-

phospholipides au laboratoire d'immunologie de la Conception

Marqueurs conventionnels

Au laboratoire d'immunologie de I'HoOpital de la Conception du Pr. MEGE, les
concentrations d’aPLs conventionnels sont mesurées a l'aide de tests ELISA
disponibles dans le commerce. Les aCL (IgG et IgM) et les aB2GPI (IgG et IgM) sont
mesurés respectivement avec CardiolisaTheradiag® (Marne la Vallée, France) et
OrgentecDiagnostica® (Mainz, Allemagne). Selon les recommandations des
fabricants et la validation sur site, les seuils de positivité sont de 15 U/mL pour I'aCL
et de 8 U/mL pour I'aB2GPI. Pour éviter les problémes de liaison non spécifique et
augmenter la spécificité, chaque échantillon positif est contr6lé en double et la DO
mesurée du « BLANC » du sérum du patient du puits « non-coaté » en antigene a été

soustraite de la DO mesurée du puits « coaté » en antigéne.

Marqueurs non conventionnels

Pour la détection des marqueurs non conventionnels, le laboratoire utilise un test

ELISA « maison ». Le laboratoire effectue la détection des aCL IgA, des aB2GP1 IgA,
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des aPE IgG, IgM et IgA, des aPT IgG et IgM, des aANV IgG et IgM. De méme que
les marqueurs conventionnels, la densité optique spécifique (ADO) pour chaque
échantillon est calculée en soustrayant la DO du puits « coaté » en antigene de la DO

obtenue avec le puits « non coaté ».

3. Physiopathologie du syndrome des anti-phospholipides

La physiopathologie de SAPL n’est pas encore totalement élucidée a ce jour
cependant, un modéle pathogénique a été retenu pour I'expliquer. Le role des aPLs
dans le SAPL serait expliqué par différents mécanismes physiopathologiques. Les
aPLs activeraient des cellules participant a la coagulation et perturberaient donc le
systeme de la coagulation. Les aPLs seraient également considérés comme des

facteurs de risque cardiovasculaires (58).

Les antécédents génétiques peuvent prédisposer au développement du SAPL et les
variations épigénétiques peuvent contribuer a [I'hétérogénéité clinique. Des
associations entre les aPLs et de multiples antigenes leucocytaires humains HLA-DR
ou HLA-DQ sont rapportées ainsi qu'un polymorphisme valine (247)/leucine sur la
B2GP1 qui pourrait représenter un risque génétique pour la production d’ ap2GP1 et
le développement d’'un SAPL (59).

Des preuves issues d'études cliniques et expérimentales, in vitro et in vivo, confirment
gue certains aPLs sont pathogénes, et pas seulement des marqueurs diagnostiques
pour le SAPL. Les aPLs sont dirigés contre les protéines de liaison des phospholipides.
Les aB2GP1 semblent jouer un rble particulierement important (60). Un processus
pathogene clé d'initiation est I'exposition du phospholipide de la surface endothéliale
chargé négativement. La B2GP1 exogéne et circulante peut alors se lier a cette surface
phospholipidique et modifier sa conformation, exposant un épitope cryptique Arg39-
Arg43 dans le domaine | qui est reconnu par les aPLs pathologiques. Le complexe
aPL-B2GP1 peut se lier aux cellules endothéliales, aux plaquettes et aux monocytes
et les activer (61,62). Les aPLs interagissent avec les cellules endothéliales,
principalement par la liaison de la B2GPI a la surface des cellules, et induisent un
phénotype endothélial pro-coagulant et pro-inflammatoire. Les aPLs régulent a la
hausse I'expression du facteur tissulaire sur les cellules endothéliales et les monocytes

sanguins, et favorisent l'adhésion des leucocytes endothéliaux, la sécrétion de
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cytokines et la synthése de PGE2. Les aPLs reconnaissent les protéines de liaison

aux phospholipides exprimées sur les plaquettes. La liaison des aPLs sur ces

protéines potentialise l'agrégation plaquettaire. Les aPLs interférent avec les

composants plasmatiques de la cascade de coagulation, en inhibant les inhibiteurs de

la coagulation (protéine C activée, antithrombine, protéine S) et en affectant la
fibrinolyse (PAI-1) (63,64) (Figure 6 et 7).
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Figure 7. Perturbation du systéme de la coagulation dans le SAPL (64)

Ces mécanismes contribuent tous a un état pro-coagulant qui est nécessaire mais pas
suffisant pour expliquer la formation de thrombose. La théorie du « double-hit » est
actuellement le modéle pathogénique retenu afin d’expliquer la physiopathologie du
SAPL. La formation du caillot semble nécessiter deux étapes : la présence d'aPLs
fournit le « premier hit », qui active la coagulation lorsqu'il est accompagné d'un autre
état pro-coagulant, le « second hit ». Le « second hit » peut étre une infection ou un
état inflammatoire. L'activation du complément semble étre nécessaire a la formation

du caillot in vivo (61) (Figure 8).
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Figure 8. Mécanismes physiopathologiques de la coagulation médiés par les aPLs et
théorie du « double hit » (61)

De plus, les PNN contribuent et jouent un r6le dans la thrombose artérielle et veineuse
par la libération extracellulaire de matériel, principalement de I'ADN et des histones,
connu sous le nom de Neutrophil Extracellular Traps (NETSs). Il a été montré que
l'injection de fractions purifiees d’'lgG d’aPLs chez des souris potentialisent le

développement de thrombi riches en NETs (65).

Récemment, il a été découvert que le récepteur endothélial de la protéine C (EPCR)
sert de récepteur a la surface des cellules pour les aPLs et qu’il médiatise
l'internalisation des aPLs dans les monocytes. En effet, la liaison de I'aPL a l'acide
lysobisphosphatidique (LPBA) qui recouvre 'EPCR perturbe le complexe inhibiteur du
FT et induit ainsi une activation de la coagulation. Dans un modele animal de souris
muté sur le résidu cystéine intracellulaire de 'TEPCR (Souris ProcrC/S), il a été observé
un blocage du trafic endosomal des aPLs et de la voie de signalisation pro-
inflammatoire IFN dans les cellules immunitaires innées. Ces souris mutantes
présentent également un défaut dans la capacité a échanger la phosphatidylcholine
structurellement liée a 'EPCR avec un lipide endosomal tardif, le LBPA. Les souris

mutantes ProcrC/S ou les souris traitées avec un anticorps spécifique bloquant la
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fonction de 'EPCR-LBPA sont protégées contre la thrombose et la perte fecetale
induites par les aPLs. Notamment, l'activation de 'EPCR-LBPA ne favorise pas
seulement les conséquences pathologiques néfastes des aPLs, mais stimule
également la production d'IFN-a des cellules dendritiques pour I'expansion des cellules
Bla productrices d'aPLs. Dans un modele expérimental de SAPL, les souris TIr7-/- et
ProcrC/S ne peuvent pas développer les cellules Bla responsables de la production
d'aPLs réactifs aux lipides. Le blocage de la signalisation EPCR-LBPA est suffisant
pour prévenir le développement des aPLs chez les souris présentant un syndrome de

type lupus érythémateux systémique dépendant de TLR7 (66) (Figure 9).

Autoimmunity, APS, lupus erythematosus Thrombosis, pregnancy morbidity
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Figure 9. La reconnaissance de EPCR-LPBA par les aPLs induit une auto-immunité
(66)

II.  Les auto-anticorps anti-phospholipides dans la COVID-19
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L'hypercoagulabilité est une caractéristique frappante du COVID-19. En effet, dans
une étude récente de grande envergure, le risque de développer un évenement
thrombotique artériel et/ou veineux chez les patients atteints de la COVID-19 était de
16 % (67). Cette incidence peut monter jusqu’a 50% chez les patients atteints de forme
sévere de la COVID-19 nécessitant une hospitalisation en réanimation (21,22). De
plus, plusieurs études autopsiques de patients atteints de la COVID-19 ont révélé une
microangiopathie avec présence de micro-thrombi dans divers organes, notamment
les poumons, les reins, le cceur, la peau et la prostate (68). La pathogenese de

I'nypercoagulabilité dans la COVID-19 n'est pas entierement comprise.

Dans I'hypothése qu'une réponse auto-immune est induite par le SARS-CoV-2,
l'identification d’'un profil d’auto-anticorps discriminant entre forme modérée et forme
sévere pourrait présenter un réel avantage pour le management et la gestion de la
pandémie notamment sur l'orientation des patients vers les structures de soins

adaptées.

Devant I'évolution clinique souvent fatale des personnes présentant des comorbidités,
notamment cardiovasculaires (HTA, obésité, diabete), il serait intéressant de guider la
recherche vers des auto-anticorps connus pour étre associés a des maladies
cardiovasculaires. La présence d’aPLs a été décrite au début de la pandémie chez
des patients présentant des facteurs de risques cardiovasculaires et atteints de formes
séveres de la COVID-19, qui ont développé des infarctus cérébraux (69). Les aPLs
ont une place centrale dans le diagnostic du SAPL et sont aussi considérés comme

facteurs de risque cardiovasculaire (58).

Afin d'identifier les causes possibles de la macroangiopathie et de la microangiopathie
dans cette maladie, de nombreuses études ont évalué la présence et le rble potentiel
des aPLs dans la COVID-19.

1. Revue de la littérature

Plusieurs études ont montré la présence d'aPLs dans la COVID-19, mais des résultats
controversés ont été trouvés concernant la prévalence, le type et la pertinence clinique
des aPLs.
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Initialement, des « cases report » ont été recenses dans la littérature. lls présentaient
essentiellement des cas descriptifs de patients atteints de la COVID-19 avec
découverte de thromboses artérielles et/ou veineuses et positifs pour les aPLs de type
aCL IgG, IgM et/ou IgA dans la majorité des cas. (69—76).

Ce n’est qu’ensuite que de nombreuses études sont parues dans la littérature afin
d’étudier le potentiel role des aPLs dans la coagulopathie de la COVID-19 et sa

physiopathologie.

Nous avons consulté la base de données MEDLINE (National Library of Medecine) en
combinant les mots-clés suivants : « antiphospholipid antibodies », « anticardiolipine »,
« anti-beta-2-glycoprotein-1 », « lupus anticoagulant », « covid 19 », « coronavirus »

and « sars cov 2 ».

Dans un second temps, nous avons sélectionné les études pertinentes qui se
concentraient sur la prévalence et la pertinence clinique des aPLs dans la COVID-19.

Les études sélectionnées sont résumées dans le tableau suivant.
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Nombres de

patients testés Nombres de
pour aPLs et Méthodologie patients Prévalence et type d’aPLs Conclusions / Evénements thrombotiques Etudes
sévérité de la avec aPLs +
maladie
57 LA : DRVVT + 50/57 LA 50/57 (80.7%) Etude prospective multicentrique SDRA COVID-19 Helms et al. (77)
(Sévere (S)) PTTLA (87.7%) aCL IgM 1/57 (1.8%) vs SDRA non-COVID-19
aCL: NR 64 Thromboses : EP +++ (Cohorte COVID-19)
34 LA : DRVVT + 31/34 LA 31/34 (91.2%) 1EP Bowles et al. (78)
(Sévérité NR) PTTLA (91.2%) Plus de LA dans la COVID-19 (par rapport a une
cohorte historique non-COVID-19)
25 LA : DRVVT 24/25 (96%) aCL IgG 13/25 (52%) 6 EP, tous aPLs + Pineton de Chambrun et al. (79)
(S) aPLs : NR aCL IgM 5/25 (20%)
aCL IgA 7/25 (28%)
aB2GP1 IgG 1/25 (4%)
aB2GP1 IgM 0/25 (0%)
aB2GP1 IgA 3/25 (12%)
LA 23/25 (92%)
79 LA:DRVVT | 31/66 (47%) aCL 1gG 4/79 (5.1%) 5AVC Xiao et al. (80)
(66 S et 13 Non aCL et 0/13 (0%) aCL IgM 2/79 (2.5%) 1 SCA
Sévere (NS)) aB2GP1 aCL IgA 17/79 (21.5%) Isotypes IgA +++
(lgG,IgM,IgA) aB2GP1 1gG 12/79 (12.5%) Association significative multiple aPLs (incluant IgA)
et aB2GP1- aB2GP1 IgM 1/79 (1.3%) positifs avec AVC
D1:CIA aB2GP1 IgA 19/79 (24.1%)
aPS/PT (IgG, LA 2/79 (2.5%)
IgM) : ELISA
commercial
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Previtali et al. (81)

35 (post- aCL et 6/35 (17.1%) aCL IgG 1/35 (2.9%) 35 micro-thrombis a 'autopsie
mortem) aB2GP1 aCL IgM 2/35 (5.7%) 10 thromboses dont 4 EP et 2 AVC
(I9G,IgM,IgA) : aPS/PT IgG 1/35 (2.9%)
CIA aPS/PT IgM 2/35 (5.7%)
aPS/PT (IgG,
IgM) : ELISA
commercial
68 LA : DRVVT 30/68 aCL IgG 0/62 (0%) 19 thromboses (LA +) Reyes Gil et al. (82)
(Sévérité NR) +/- PTTLA (44.1%) aCL IgM 1/62 (1.6%) Association significative entre LA positif et survenue
aPLs : NR aB2GP1 IgG 0/62 (0%) thrombose.
aB2GP1 IgM 1/60 (1.7%)
LA 30/68 (44.1%)
121 pour aCL et | LA : DRVVT + NR aCL 1gG 15/112 (13.4%) Etude multicentriqgue COVID-19 vs SAPL vs autres Gatto et al. (83)
aB2GP1 IgA PTTLA aCL IgM 3/112 (2.7%) MAI
72 pour LA aCL et aCL IgA 2/121 (1.7%) 18 thromboses
112 pour aCL et | aB2GP1 (IgG, aB2GP1 1gG 7/112 (6.3%) Différence significative COVID-19 vs SAPL ou
aB2GP1 (lgG, IgM) : ELISA aB2GP1 IgM 8/112 (7.1%) autres MAI : moins d’aPLs dans la COVID-19 que
IgM) maison aB2GP1 IgA 4/121 (3.3%) dans SAPL et moins d’aCL IgM et d’aB2GP1 IgG
(Sévérité NR) aCL et LA 16/72 (22.2%) dans COVID-19
aB2GP1 IgA :
ELISA
commercial
31 LA : DRVVT + 23/31 aCL IgG 6/31 (19.4%) 10 thromboses dont 1 AVC et thromboses de Devreese et al. (84)
(S) PTTLA (74.2%) aCL IgM 1/31 (3.2%) circuits de cathéter, dialyse, ECMO
aCL et aCL IgA 3/31 (9.7%) Suivi a 1 mois :
aB2GP1 aB2GP1 IgG 3/31 (9.7%) LA :1/10
(1gG,IgM,IgA) : aB2GP1 IgM 1/31 (3.2%) aCL 0/4
CIA aB2GP1 IgA 3/31 (9.7%) aB2GP1:1/2

LA 21/31 (67.7%)
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aPS/PT (IgG,

aPS/PT 7/31 (22.6%)

IgM) : ELISA
commercial
74 LA : DRVVT + 65/74 aCL (IgG, IgM) ou aB2GP1 IgG 26 TVP, 4 EP, 1 AVC Siguret et al. (85)
(S) PTTLA (87.8%) 9/74 (12.2%) Prévalence LA élevée
aCL IgG, IgM LA 63/74 (85.1%)
et aB2GP1
IgG : CIA
21 NR 12/21 aCL 1gG 2/21 (9.5%) 2EP Amezcua-Guerra et al. (86)
(S) (57.1%) aCL IgM 3/21 (14.3%)
aB2GP1 IgG 1/21 (4.8%)
aB2GP1 IgM 0/21 (0%)
LA 21/31 (67.7%)
aPT IgG 0/21 (0%)
aPT IgM 1/21 (4.8%)
aPS 1gG 2/21 (9.5%)
aPS IgM 3/21 (14.3%)
aANV IgG 1/21 (4.8%)
aANV IgM 4/21 (19%)
27 LA : DRVVT + | 7/27 (25.9%) aB2GP1 IgA 1/27 (3.7%) 15 thromboses Gutiérrez et al. (87)
(6 S et 21 NS) PTTLA LA 6/27 (22.2%) Dont 3 APL+
aCL IgG, IgM aCL IgG ou IgM 0/27 (0%)
et aB2GP1 aB2GP1 IgG ou IgM 1/27
1gG, IgM, IgA : (3.7%)
ELISA
32 aCL et 12/32 aCL IgG 1/4 (25%) 6 AVC dont 5 avec aPLs + Fan et al. (88)
S aB2GP1 (lgG, (37.5%) aCL IgM 2/4 (50%) Association significative aPLs - AVC
IgM, IgA) : CIA aB2GP1 2/4 (50%)

LA 6/12 (50%)

34




43 LA : DRVVT + 16/43 LA 16/43 (37.2%) 3 thromboses Tvito et al. (89)
(19 S et 24 NS) PTTLA (37.2%) aCL IgG ou IgM ou aB2GP1
aCL et 1gG ou IgM 0/43 (0%)
aB2GP1 (IgG,
IgM) : ELISA
commercial
89 LA : DRVVT + 64/89 aCL IgG ou IgM 7/89 (7.9%) 14 thromboses dont 7 EP Ferrari et al. (90)
(31 S et 58 NS) PTTLA (71.9%) aB2GP1 IgG ou IgM 6/89
aCL et (6.7%)
aB2GP1 (IgG, LA 59/89 (66.3%)
IgM) : CIA
56 aCL et 24/56 aCL lgG 16/56 (28.6%) aCL lgG associé formes sévéres COVID-19 Bertin et al. (3)
(29 Set27 NS) | aB2GP1 (IgG, (42.9%) aCL IgM 3/56 (5.4%)
IgM) : ELISA aB2GP1 IgG 1/56 (1.8%)
commercial aB2GP1 IgM 4/56 (7.1%)
56 LA : DRVVT + 27/56 LA 25/56 (44.6%) Harzallah et al. (91)
(Sévérité NR) PTTLA (48.2%) aCL ou aB2GP1 (IgG,IgM) 5/56
(8.9%)
24 aCL et 2/24 (8.3%) aCL 1gG 0/24 (0%) 24 thromboses Galeano-Valle et al. (92)
(Sévérite NR) | aB2GP1 (IgG, aCL IgM 2/24 (8.3%)
IgM) : ELISA aB2GP1 IgG 0/24 (0%)
commercial aB2GP1 IgM 2/24 (8.3%)
104 pour aCL et | LA : DRVVT + 35/104 aCL IgG 8/104 (7.7%) 11 thromboses dont 9 EP Le Joncour et al. (93)
aB2GP1 PTTLA (33.7%) aCL IgM 8/104 (7.7%) Assaociation significative entre aCL et aB2GP1 et
53 pour LA aCL et aCL IgA 31/104 (29.8%) thromboses
(NS) aB2GP1 aB2GP1 IgG 5/104 (4.8%)
(1gG,IgM,IgA) : aB2GP1 IgM 3/104 (2.9%)

aB2GP1 IgA 6/104 (5.8%)
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CIA + ELISA

LA 21/53 (39.6%)

aCL IgM 39/172 (23%)
aCL IgA 6/172 (3.5%)
aB2GP1 IgG 5/172 (2.9%)
aB2GP1 IgM 9/172 (5.2%)

aB2GP1 IgA 7/172 (4.1%)

PNN d’individus sains et favorisent I'extension de la
thrombose chez un modéle animal
Association significative entre NETs et aCL IgG,

IgM, aB2GP1 IgG et aPS/PT IgM

commercial
3l pouraCLet | LA:DRVVT+ | 8/31 (25.8%) aCL 1gG 0/31 (0%) Prévalence LA plus importante dans COVID-19 que Karahan et al. (94)
aB2GP1 PTTLA aCL IgM 2/31 (6.5%) cohorte non-COVID-19
26 pour LA aCL et aB2GP1 IgG ou IgM 0/31 (0%)
(S) aB2GP1 (IgG, aB2GP1 IgA 2/31 (6.5%)
IgM) et LA 6/26 (23.1%)
aB2GP1 IgA .
ELISA
commercial
122 aCL et NR aCL IgG 7/122 (5.7%) 16 thromboses Borghi et al. (95)
(S) aB2GP1 (IgG, aCL IgM 8/122 (6.6%) aPLs de la COVID-19 différents de ceux retrouvés
IgM, 1gA) : aB2GP1 IgG 19/122 (15.6%) dans le SAPL
ELISA maison aB2GP1 IgM 11/122 (9%)
+CIA aB2GP1 IgA 8/122 (6.6%)
aPS/PT (IgG,
IgM) : ELISA
commercial
22 aCL et NR aCL IgG 13/22 (59.1%) Tendance a une association entre la présence Trahtemberg et al. (96)
(S) aB2GP1 et aCL IgM 7/22 (31.8%) d’aCL et la sévérité de la COVID-19
aPS/PT (IgG, aB2GP1 IgG et IgM : 0/22 (0%)
IgM) : ELISA aPS/PT IgG 0/22 (0%)
commercial aPS/PT IgM 1/22 (4.5%)
172 NR 89/172 aCL IgG 8/172 (4.7%) aPLs IgG favorisent le relargage de NETs chez des
(Sévérité NR) (52%)

Zuo et al. (97)
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aPS/PT IgG 42/172 (24%)
aPS/PT IgM 31/172 (18%)

92 aCL et NR Infection récente Prévalence faible d’aPLs dans la COVID-19 Cristiano et al. (98)
44 Infection aB2GP1 (IgG, aCL IgG 3/92 (3.3%)
récente IgM) : CIA aCL IgM 1/92 (1.1%)
48 infection aPT et aANV aB2GP1 IgG 0/92 (0%)
ancienne (IgG, IgM) : aB2GP1 IgM 2/92 (2.2%)
(NS) ELISA aPT IgG 2/92 (2.2%)
commercial aPT IgM 3/92 (3.3%)
aANV IgG 4/92 (4.3%)
aANV IgM 3/92 (3.3%)
19 LA : DRVVT 10/19 aCL 1gG 2/19 (10.5%) 5 thromboses Zhang et al. (99)
(S) aCL et (52.6%) aCL IgM 1/19 (5.3%) 7 micro thrombis
aB2GP1 (IgG, aCL IgA 6/19 (31.6%) Isotypes IgA le plus retrouvé
IgM, 1gA) : CIA aB2GP1 IgG 6/19 (31.6%)
aB2GP1 IgM 0/19 (0%)
aB2GP1 IgA 7/19 (36.8%)
LA 1/19 (5.3%)
60 LA : DRVVT 22/60 aCL IgG et/ou IgM 0/60 (0%) 3 thromboses Najim et al. (100)
(S) aCL et (36.7%) aB2GP1 IgG 1/60 (1.7%)
aB2GP1 (IgG, aB2GP1 IgM 1/60 (1.7%)
IgM) : CIA LA 21/60 (35%)
45 NR NR aCL 1gG 1/45 (2.2%)

(Sévérité NR)

aCL IgM 1/45 (2.2%)

aB2GP1 IgG 2/45 (4.4%)

aB2GP1 IgM 3/45 (6.6%)
LA 21/45 (46.6%)

Prévalence forte LA dans la COVID-19

Gazzaruso et al. (101)
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474 aCL et 112/474 aCL et/ou aB2GP1 IgG, IgM Etude multicentrique prospective COVID-19 vs non- Serrano et al. (102)
(157 Set317 | aB2GP1 (IgG, (23.6%) 28/474 (5.9%) COVID-19
NS) IgM) : CIA aB2GP1 IgA 71/474 (15%) 9 thromboses
aB2GP1 IgA aPS/PT IgG ou IgM 22 (4.6%) Prévalence plus importante de aB2GP1 IgA dans la
et aPS/PT COVID-19 par rapport a cohortes non-COVID-19
(IgG, IgM) :
ELISA
commercial
115 pour LA LA : DRVVT + NR aCL lgG 9/148 (6.1%) Etude multicentrique prospective COVID-19 vs non- Gendron et al. (103)
97 pour aCL PTLLA aCL IgM 2/148 (4.2%) COVID-19
IgA aCL et aCL IgA 3/97 (3.1%) Seulement pour LA +
98 pour aB2GP1 (IgG, aB2GP1 IgG 5/148 (3.4%) 19 thromboses veineuses
aB2GP1IgA | IgM, IgA) : CIA aB2GP1 IgM 3/148 (2.1%) 15 EP
109 pour aPT aPS/PT et aB2GP1 IgA 2/98 (2%) 6 TVP
148 pour aCL, aPT (IgG, aPT IgG 11/109 (10.1%)
aB2GP1 et IgM) : ELISA aPT IgM 10/109 (9.2%)
aPS/PT (IgG, commercial aPS/PT IgG 0/148 (0%)
IgM) aPS/PT IgM 7/148 (4.5%)
(88 S et 66 NS) LA 70/115 (60.9%)
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i. Prévalence des auto-anticorps anti-phospholipides

De nombreuses études ont étudié la prévalence des aPLs conventionnels dans la
COVID-19. Les résultats étaient trés hétérogénes allant d’'une prévalence faible
(80,92,98,101,103) a importante (77,78,85,90,93,97) jusqu’a plus de 50%.

Pour le LA, la prévalence variait entre 5 et 92%. Une forte proportion de LA était
retrouvée dans les études qui ciblaient une population nécessitant une hospitalisation
en USC.

Pour les aCL IgG, la prévalence variait entre 0 et 59% et entre 0 et 32% pour les aCL

IgM et les aB2GP1 IgG. Pour les aB2GP1 IgM, la prévalence variait entre 0 et 9%.

Parmi les études incluant la recherche des marqueurs non conventionnels également,
la prévalence des aCL IgA variait entre 2 et 32% et entre 2 et 37% pour les aB2GP1
IgA. Les aANV ont été retrouvés dans 3 a 19% des patients et dans 0 a 24% pour les
aPS/PT.

ii. Association auto-anticorps anti-phospholipides avec thromboses

En ce qui concerne l'association entre la présence d'aPLs et la survenue
d’événements thrombotiques, les résultats étaient partagés. Plusieurs études ont
trouvé une association significative entre la présence d'aPLs et Il'apparition
d’évenements thrombotiques dans la COVID-19 (77,82,93) tandis que d’autres études

n’ont pas trouve de telle association (85,103).

Cependant, devant la forte incidence d’éveénements thrombotiques au début de la
pandémie, l'utilisation quasi-systématique d’anticoagulants de maniére préventive ou
curative a largement contribué a la baisse des thromboses observées dans la COVID-
19, ce qui rend cette association difficile a analyser statistiquement.

iii. Association auto-anticorps anti-phospholipides avec formes

séveres et hospitalisation en réanimation

En ce qui concerne I'association entre la présente d’aPLs et la sévérité de la COVID-

19, les résultats étaient trés hétérogénes également. La différence des résultats
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retrouveés dans la prévalence des aPLs pourrait étre due a la différence dans la sévérité
des populations étudiées. Xiao et al. ont trouvé des aPLs dans une cohorte de patients
avec formes séveéres de la COVID-19 mais aucun dans une cohorte de patients avec
formes légéres (80). Les aCLs et les aB2GP1 seraient plus retrouvés chez les patients
atteints de formes séveres de la COVID-19 nécessitant une hospitalisation en
réanimation que chez les patients présentant une forme légere ou modérée de la
COVID-19 (3,96,104). Bien que d’autres études ne retrouvassent pas ces résultats.
En effet, une étude ne retrouvait pas de différence en terme de prévalence d’aPLs en
comparant une cohorte de patients présentant des formes séveres de la COVID-19
avec une cohorte de patients atteints de formes légéres de la COVID-19 (90).

iv. Association auto-anticorps anti-phospholipides avec le déces

Sur ce point, 'ensemble des études s’accordaient sur le fait qu’il n'existait pas

d’association entre la positivité des aPLs et la survenue de déces.

v. Méta-analyse

Une méta-analyse de Taha et al. étudiant les aPLs dans la COVID-19 a été réalisée.
Cette méta-analyse incluait 1159 patients. La prévalence retrouvée était de 46,8%.
L’aPL le plus fréequemment retrouvé était le LA (50,7%) suivi des aCLs IgG ou IgM
(13.9%) puis des aB2GP1 IgG ou IgM (6.7%). Une association significative a été
obtenue entre la présence d’aCLs et/ou aB2GP1 et les patients atteints de forme
sévere de la COVID-19 nécessitant une hospitalisation en réanimation. Cependant,
aucune association n’a été retrouvée entre la présence d’aPLs et la mortalité, la

nécessité d’'une intubation invasive et la survenue d’événement thrombotique (104).

2. Recherches menées au laboratoire d'immunologie de I'Hépital de la
Conception du Pr. MEGE

i. Etudes sur les auto-anticorps anti-phospholipides dans la COVID-
19 (ANNEXE2)
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Dans une premiére étude, le laboratoire d'immunologie de I'Hépital de la Conception
du Pr. MEGE a étudié les aPLs dans la COVID-19. En effet, la recherche d’aPLs
conventionnels a été réalisée sur un échantillon de 56 patients atteints de la COVID-
19. Parmi eux, 27 présentaient une forme modérée de la COVID-19 et 29 présentaient
une forme sévére. L’analyse statistique a montré que les aCL IgG étaient associés de

maniéere significative avec la sévérité de la maladie (3).

Souhaitant pousser les recherches, une deuxieme étude a été réalisée sur un effectif
de patients plus important ainsi que sur un panel d’aPLs élargi comprenant les

marqueurs non conventionnels en plus des marqueurs conventionnels.

Dans la deuxieme étude du laboratoire, la détection d'aPLs conventionnels et non
conventionnels a été réalisée sur des échantillons de sérum collectés auprées de 157
patients atteints de la COVID-19 admis dans les Hopitaux Universitaires de Marseille
(France) et référés consécutivement au laboratoire de I'hdpital pour une exploration
immunologique. Tous les patients ont été confirmés infectés par le SARS-CoV-2 par

RT-PCR en temps réel.

Pour chaque patient, les données cliniques a I'échantillonnage telles que la durée des
symptémes, la présentation clinique (Iégére ou sévére), les antécédents de
thrombose, les antécédents d'accident vasculaire cérébral, de maladie coronarienne,
d'hypertension, de diabete, d'insuffisance cardiaque et de maladie respiratoire

chronique ont été recueillies a partir des dossiers cliniques des patients informatisés.

Selon la présentation clinigue au moment du prélevement, cette cohorte a été divisée
en deux groupes : un groupe de patients modérés (n= 59) et un groupe de patients

séveres (n=98).

La gravité de la maladie a été définie sur la base d'au moins un des criteres suivants :
fréquence respiratoire >30/min, saturation en oxygéne <93%, PaO2/FiO2< 300 mmHg,

état de choc ou insuffisance respiratoire nécessitant I'admission dans une USC.

Aucune différence dans la présence d'événements thrombotiques pendant la phase
active du COVID-19 n'a été observée. L'évolution fatale était significativement

associée au groupe de patients séveres (p=0,007).
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En ce qui concerne les paramétres biologiques, I'élévation du nombre de PNN
(p<0,001), du ratio NLR (p<0,001) et de I'éosinopénie (p=0,002) étaient, comme décrit

dans la littérature, significativement associés a la forme sévere de la maladie.

Les données ont montré la présence d'anticorps antinucléaires (AN), marqueur fort de
I'auto-immunité, chez 30% des patients atteints de la COVID-19, mais sans spécificité

particuliere ni association avec la gravité de la maladie.

Nous avons trouve une prévalence totale d'aPLs de 55%. La moitié étant des aCL IgG.
Nous avons montré également que dans un panel étendu d'aPLs, les aCL IgG étaient
associés a des formes séveéres de la maladie (Figure 10). Ce résultat a confirmé nos
données précédentes réalisées sur 56 patients atteints de la COVID-19 pour lesquels
la recherche des marqueurs non conventionnels n’avait pas été réalisé, seulement
celle des marqueurs conventionnels (3). La recherche du LA était difficile a interpréter
car les patients atteints de la COVID-19 recevaient un traitement anticoagulant. En
raison de linterprétation difficle de la positivité des aCL, nous avons
systématiquement controlé les échantillons positifs en double et, pour aborder la
spécificité, I'absorbance des puits « non coatés » traités dans les mémes conditions a
été soustraite afin d'éviter toute liaison non spécifique. De plus, dans cette étude, la
positivité des aCL a été confirmée en utilisant un autre test ELISA et a montré que la
majorité des aCL IgG étaient dépendants du cofacteur de la B2GP1, comme décrit
pour les aPLs pathogenes retrouvés dans le SAPL (105). De plus, afin de vérifier si
les aPLs pouvaient étre générés par le SDRA ou le choc septique, une cohorte de
contrble de 122 patients hospitalisés en réanimation a montré que la positivité des
aPLs, principalement des aCL, était significativement associée a la COVID-19 et non
au non-COVID-19 lié au SDRA ou au choc septique.
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Figure 10. Association significative entre les aCLs IgG et la sévérité de la COVID-19

Pour approfondir I'analyse de l'association des aCL IgG avec la forme sévére de la
COVID-19, nous avons analysé l'association des aCL IgG avec les caractéristiques
cliniques et les marqueurs biologiques. En plus de la gravité de la maladie, une
association significative de la positivité des aCL IgG a été trouvée avec la durée des
symptémes (p< 0,001), et le transfert en unité de soins intensifs continus (p< 0,001).
Aucune association n'a été trouvée avec le déces des patients, ni avec ['histoire
clinigue des patients ou avec les événements thrombotiques survenant pendant la
phase active de la maladie. Concernant les paramétres biologiques, nous avons
observé une association significative de la positivité des aCL IgG avec une numération
élevée des PN (p=0,007), mais pas avec la numération lymphocytaire, le NLR ou

I'éosinopénie.

Comme les aPLs sont connus pour favoriser la libération de NETs chez les patients
avec un SAPL (106) et que des NETs ont été retrouvés chez des patients atteints de
forme sévéres de la COVID-19 (107) , nous avons étudié une association potentielle
entre les aCL et les niveaux d'’ADN extracellulaire. Sur les 72 patients testés, nous
avons trouve une différence significative dans la détection des NETs en fonction de la
positivité des aCL IgG (Figure 11). En effet, un niveau significativement plus élevé de

NETs a été trouvé chez les patients aCL IgG positifs par rapport aux patients négatifs.
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Aucune association significative n'a été trouvée avec la sévérité de la maladie en
prenant en compte I'ensemble de la population de patients. De maniére intéressante,
chez les patients présentant une forme sévere de la COVID-19, une association

significative a été trouvée avec les patients positifs aux aCL IgG.
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Figure 11. Association significative entre les aCL IgG et les NETs

ii. Case report d’'un syndrome post-COVID-19 (ANNEXE 3)

Alors que des marqueurs associés a la séveérité du COVID-19 tels que I'IL6, les aCLs
IgG, I'éosinopénie, les ratios dérivés de I'hémogramme, ont été décrits dans la phase
aigué de la maladie (3,32,108), aucun marqueur biologique n'a encore été proposé
pour prédire le SPC. Avec un suivi d'un an, nous rapportons le cas d'une femme de 58
ans qui, bien que se remettant du COVID-19, présente des symptdomes nouveaux et
persistants tels que des complications neurologiques. La COVID-19 a été
diagnostiquée en mars 2020, sur la base d'une RT-PCR positive au SARS-CoV-2,
suivie en juin 2020 d'une sérologie anti-SARS-CoV-2 positive. Elle présentait dans ses
antécédents médicaux de l'asthme, une hypertension artérielle, un diabéte insulino-
dépendant et un surpoids. Durant la phase aigué, la patiente a présenté une
pneumopathie fébrile hypoxémiante avec dyspnée et toux, qui a nécessité une
hospitalisation en USC sans intubation et a été traitée par azithromycine,

hydroxychloroquine puis ceftriaxone pendant une semaine. Un an apres, elle se plaint
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toujours d'asthénie, de céphalées, de troubles de la mémoire avec probable syndrome
dysexécutif, de dyspnée d'effort, de douleurs thoraciques et de troubles digestifs a

types de diarrhée intermittente, de ballonnements et d'éructations.

L'examen cardiologique a montré une hypertrophie ventriculaire gauche minime avec
une fraction d'éjection préservée. Les données de laboratoire pertinentes a I'admission
et au cours du suivi de la patiente ont montré un syndrome biologique inflammatoire
persistant avec une CRP et un fibrinogéne élevés, mais pas d'IL6. Il est intéressant de
noter que, parmi les aPLs testés, seul I'aCL IgG était positif et persistant un an plus
tard. Une €osinopénie Iégere mais persistante a également été observée. Les autres

données biologiques étaient normales.

En raison d'une plainte neurologique persistante, une analyse du liquide céphalo-
rachidien (LCR) a été effectuée et a montré une protéinorachie normale, sans bande
oligoclonale ni pléiocytose. L'IRM cérébrale a montré un accident lacunaire temporal
isolé d'apparence ancienne. Le TEP scanner cérébrale au 18F-FDG a montré un
hypométabolisme modéré de I'amygdale, et un hypométabolisme Iéger du lobe fronto-
mésial, de l'insula, du tronc cérébral et du cervelet, comme cela a déja été décrit chez
des patients présentant un SCP (109). Le TEP scanner du corps entier au 18F-FDG

n'a pas montré d'hypermétabolisme pathologique systémique.

Dans ce cas, nous avons mis en évidence des troubles neurologiques, non expliqués
par une autre cause que le SPC. En plus d'un processus inflammatoire de bas grade,
nous avons mis en évidence la persistance de la positivit¢ des aCL IgG et de
I'éosinopénie, un an apres linfection aigué par la COVID-19, et tous deux définis
précédemment comme des facteurs indépendants associés a la sévérité de la
maladie. lls pourraient étre des prédicteurs biologiques potentiels de la survenue d’'un
SPC. Le mécanisme physiopathologique du SPC n'est pas connu, mais on suggere la
possibilité d'une persistance du virus, en particulier dans le systéme nerveux, ou d'une
réaction inflammatoire ou auto-immune post-infectieuse, ou d'une implication
microgliale (110). L'aCL pourrait étre associé aux infections virales et avoir dans ce
contexte des effets pro-inflammatoires persistants, comme cela a été récemment
décrit (66).
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DISCUSSION / CONCLUSION

La présence d’aPLs dans les infections virales est un phénoméne bien décrit dans la
littérature, en particulier les infections causées par le virus de I'hépatite C, le virus de
immunodéficience humaine, le cytomégalovirus, le varicelle-zona virus et I'Epstein-
Barr virus. Ces aPLs induits par les infections virales sont connus pour étre le plus
souvent transitoires et non pathogéniques (111). Toutefois dans certaines situations,
ils peuvent étre a l'origine de linduction d'un processus auto-immun et sont

potentiellement des facteurs de risque cardiovasculaires.

Plusieurs études ont montré la présence d'aPLs dans la COVID-19, mais des résultats
controversés ont été trouves concernant la prévalence, le type et la pertinence clinique

des aPLs, et de rares études ont analysé leur réle pathogéene.

Les études révelent une grande hétérogénéité dans la prévalence des aPLs dans la
COVID-19, de 0 2 92 %, selon le type et I'isotype des aPLs. Dans notre derniere étude,
nous avons trouveé une prévalence totale d'aPLs de 54,8 %. Prés de la moitié était des
aCL IgG et nous avons montré que dans un panel étendu d'aPLs, les aCL IgG étaient
significativement associés aux formes séveres de la maladie. Devreese et al. ont
trouvé 23% (7/31) des patients positifs pour I'aCL et ou I'aB2GPI et plus de 50% des
patients pour le LA (84), alors que Cristiano et al. ont décrit un pourcentage de
positivité plus faible d'environ 5% et 2% pour l'aCL et/ou I'aB2GPI et le LA
respectivement (98). En accord avec nos données, Zuo et al. ont trouvé une
prévalence totale de plus de 50% de I'ensemble de la cohorte de 172 patients avec
COVID-19, avec une prédominance d'aCL (97). Trahtemberg et al. ont également
conforté nos données en montrant que les aCL IgG sont prédominants et associés a

la sévérité de la maladie (96).

L'hétérogénéité des résultats observée entre les études pourrait étre liée a la
méthodologie utilisée et/ou a la population étudiée. Dans le cas de la COVID-19, les
études relatent une forte prévalence de LA. Cependant, la recherche du LA n’est pas
recommandée en phase aigué afin d’éviter des erreurs dans linterprétation des
résultats. L’inflammation peut interférer avec le dosage du LA et ainsi fausser son
résultat. A coté, la présence de traitements anticoagulants peut également impacter le

dosage du LA (57). Dans la COVID-19, des valeurs élevées de CRP relatant une
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inflammation importante ont été retrouvées en particulier dans les formes séveres de
la maladie et I'utilisation de traitements anticoagulants étaient quasi-systématique.
Enfin, il est connu une plus grande prévalence d’aPLs chez les personnes agées avec
des comorbidités (112) et chez les patients nécessitant une hospitalisation en USC.
Ainsi, une plus grande proportion d’aPLs a été observée chez les patients nécessitant

une hospitalisation en USC.

Plusieurs études ont émis I'hypothése d’une association entre la présence d’aPLs et
la survenue d’événements thrombotiques bien que d’autres études réfutent celle-ci.
Dans notre derniere étude, la majorité des patients sont sous traitement anticoagulant
et nous n'avons pas de prélevement avant l'infection. Il est donc difficile de discuter du
lien entre les aCL et la thrombose. Ainsi, la présence d'aCL est plutdt associée a une
inflammation qu'a une thrombose. Néanmoins, il serait important de proposer un suivi
des patients aCL positifs, d'autant plus que la persistance de divers symptéomes chez
les patients ayant récupéré du COVID-19, a été récemment définie comme un long
COVID ou syndrome post-COVID-19 (SPC). Dans le SPC, des symptbmes
neurologiques persistants ont été décrits, et on peut noter que des troubles
neurologiques sont également décrits dans le SAPL (113). Dans la définition du SAPL,
la présence des aPLs doit étre persistante sur au moins 12 semaines. Concernant la
persistance dans le temps des aPLs dans la COVID-19, une étude de suivi a 6 mois
de 42 patients a montré I'absence de persistance du LA mais une persistance d’autres
aPLs et une association entre la thrombose et I'aCL IgM [115]. Cependant, rares sont
les études qui proposent un suivi biologique assez long de ces patients afin d’étudier
précisément la persistance des aPLs dans la COVID-19. D’autres études de suivi sont

aujourd’hui nécessaires.

Dans ce but, nous projetons de réaliser une étude de suivi de patients atteints de la

COVID-19 et positifs pour les aCLIgG qui sera I'objet de mon travail de mémoire.

Enfin une méta-analyse a conclu sur une prévalence d’aPLs a 46.8%, avec une
prédominance du LA et des aCL, et une association entre les aCL et/ou aB2GP1 et
les formes séveres de la COVID-19. Toutefois, elle ne montre pas d’association avec

la mortalité ou la survenue de thrombose.

Aujourd’hui, d’autres études sont nécessaires pour identifier le réle pathogéne des
aPLs dans la COVID-19. Le réle potentiellement pathogénique des aPLs a d’abord été
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rapporté par Zhang et al. avec 3 cas de patients victimes d’AVC avec des aPLs
d’isotype IgA positifs (69). Ces données ont été confortées par Hasan Ali et al. qui ont
montré que les aPLs d’isotype IgA étaient fortement et indépendamment associés a la
séverité de la COVID-19 (114). Ensuite, des données ont été rapportées par d’autres
études sur un lien entre les aPLs et la survenue de thromboses. En accord, la
pathogénicité des aPLs provenant de patients atteints de COVID-19 a également été
révélée par le fait que linjection d'IgG purifiée a accéléré les événements

thrombotiques dans des modeles animaux in vitro (97).

Nous avons récemment mis en évidence un lien entre les aPLs et les marqueurs
circulants des NETs chez les patients atteints d'une forme sévére de la COVID-19,
suggérant que les aPLs pourraient étre un facteur favorisant la NETose exacerbant

I'état thrombo-inflammatoire lié a la sévérité de la maladie.

Dans ce contexte, les PNN peuvent produire des « Neutrophils Extracellular Traps »
(NETSs) en libérant de 'ADN chromosomique décondenseé afin de piéger le SARS-CoV-
2. Un exces de production de NETs a été signalé chez les patients atteints de forme
sévere de la COVID-19, et trés récemment la détection de marqueurs extracellulaires
des NETS, tels que I'ADN extracellulaire, a été proposée comme marqueur pronostic
de I'évolution de la maladie (115). Il est important de noter que les NETs peuvent
contribuer a un état pro-thrombotique et inflammatoire, comme on l'observe dans le
syndrome de détresse respiratoire aigué, ou dans le cancer (116). Divers stimuli tels
gue des virus, des cytokines mais aussi des auto-anticorps peuvent étre a l'origine de

la formation de NETSs.

L’ensemble des études nous permet de poser I'hypothése que les aCL exacerberaient
la sévérité de la maladie en provoquant une production excessive de NETs. En accord,
la pathogénicité des aPLs provenant de patients atteints de COVID-19 a également
été révélée précédemment par le fait que l'injection d'lgG purifiée a accéléré les
événements thrombotiques dans des modéles animaux et a surtout favorisé la
libération de NETs chez 'homme (97). Les NETs sont impliqués dans la pathogenese
des maladies inflammatoires et auto-immunes, telles que le SAPL (106). Récemment,
dans le cas du COVID-19, on a montré que les NETs étaient en corrélation avec les
marqueurs de l'inflammation et on les a proposés comme pronostic de I'évolution de

la maladie (115). Nous pouvons donc faire I'nypothese que 'auto-immunité renforcera
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I'effet délétére de la réponse inflammatoire, qui est au cceur de la pathogenese du
COVID-19, en particulier par l'induction d'aCL et de NETs. Comme la formation de
NETs dans le SAPL a été associée a une augmentation de la production d'espéces
réactives de l'oxygene (ROS), nous pouvons spéculer que la formation de ROS
pourrait étre associée a des dommages séveres dans la COVID-19. En accord avec
cette hypothése, Wenzhong et al ont proposé, en utlisant des méthodes
bioinformatiques, que le SARS-CoV-2 génere des ROS en capturant du fer et
endommage ainsi le systeme immunitaire humain (117). L'implication préférentielle
des auto-anticorps contre la cardiolipine dans la gravité de la maladie peut étre liée a
un nouveau mécanisme décrit précédemment montrant que les aCL reconnaissent un
complexe de surface cellulaire composé d'acide lysobiphosphatidique (LBPA) et du
récepteur de la protéine C endothéliale (EPCR) (66). L'endocytose ultérieure active les
récepteurs Toll 7 et 8 (TLR 7 et TLR8) et la signalisation de I'lFN de type I, ce qui
entraine une synthése supplémentaire d'auto-anticorps, une inflammation et une
thrombose. Comme les signaux TLR7 et IFN de type | sont impliqués dans la COVID-
19, nous pouvons supposer que I'aCL généré pendant l'infection pourrait étre signalé
par la voie récemment décrite de I'EPCR-LBPA impliguée dans l'inflammation et la
thrombose. Un mécanisme putatif du role de I'aCL dans la forme sévére de la COVID-

19 a été proposé dans la Figure 12.

En conclusion, I'ensemble de nos résultats nous permet de proposer que la forme
sévere de la COVID-19 engage un mécanisme auto-immun via la production d’aPLs
(et en particulier d’'aCL) qui exacerbe la voie inflammatoire par un exces de production
de NETs. Nos résultats amenent deux applications majeures dans la prise en charge
de la COVID-19. D’'une part dans le suivi des patients, la détection des aCL permettrait
d’identifier les formes sévéres et potentiellement les formes longues de COVID-19.
D’autre part, une stratégie thérapeutique originale pourrait &tre proposée en ciblant la
NETose.
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ANNEXE 1 : Anticardiolipin IgG Autoantibody Level Is an Independent Risk Factor
for COVID-19 Severity.

Daniel Bertin, PharmD, MSc AP-HM, Hopital de la Conception Aix-Marseille Université and CNRS UMR 7051
Alexandre Brodovitch, PhD Abdou Beziane, PhD Sylvia Hug, MD Afaf Bouamri, PharmD AP-HM, Hbopital de
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Université Center for CardioVascular and Nutrition Research and INSERM UMRS 1263 Marseille, France

To the Editor:

A growing body of evidence indicates that patients with cardiovascular complications are at a higher
risk for developing severe manifestations of coronavirus disease 2019 (COVID-19) (1). In addition, the
high incidence of thromboembolic events suggests that COVID-19-induced coagulopathy plays an
important role in disease severity (2). Antiphospholipid autoantibodies (aPLs), which are essential
markers of antiphospholipid syndrome, are also considered to be cardiovascular risk factors. The
presence of aPLs has recently been described in 3 patients presenting with severe manifestations of
COVID-19 (3). Such factors related to the severity of the disease may be relevant in the management of
the COVID-19 pandemic, particularly as they pertain to the decision as to whether to keep a newly
infected patient in the hospital.

To this end, levels of 1gG and IgM anticardiolipin antibodies (aCLs) and anti—p2-glycoprotein I (anti-
B2GPI) autoantibodies were measured using real-time polymerase chain reaction in serum samples from
56 COVID-19 patients with severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2). The
cohort was divided into a moderate (n = 27) and a severe group of patients (n = 29) according to clinical
presentation at sampling. A disease manifestation was defined as severe if at least one of the following
criteria was met: respiratory rate >30 breaths/minute, oxygen saturation <93%, Pao2/Fio2 ratio <300
mm Hg, or cardiogenic shock or respiratory failure requiring admission to an intensive care unit (4). All
samples were obtained from a declared biobank (DC 2020-4028) in compliance with ethics directives.
Enzyme-linked immunosorbent assay kits were used to determine aCL and anti-B2GPI antibodies. The
association between disease severity and the clinical and biologic features of the disease was analyzed
by univariate and multivariate logistic regression analyses (generalized linear model function; R
software version 4.0).

A summary of our results is provided in Table 1. Additional information regarding materials, methods,
and aPL levels are available online (Supplementary Materials and Methods, Supplementary Table 1,
and Supplementary Figure 1, available on the Arthritis&Rheumatology website at
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/art.41409/ abstract). No differences in terms of age, sex,
duration of symptoms, history of thrombosis, history of stroke, cardiovascular complications, diabetes,
and chronic respiratory disease were observed between the 2 groups of patients. Differences in the aPL
profile between the 2 groups were observed only for IgG aCL antibodies. Univariate analyses showed
that the levels of IgG aCL were significantly associated with severe COVID-19 manifestations (odds
ratio [OR] = 6.50; P = 0.009) with further confirmation by multivariate analysis (OR = 8.71; P = 0.017).
These findings show, for the first time, that 1gG aCL antibody levels are highly and independently
associated with disease severity. Except for 1 patient who presented with a history of stroke, no other
IgG aCL—positive patient with a severe manifestation of COVID-19 presented with a history of
thrombosis, which suggests that positivity for aCL could be attributed to infection with SARS-CoV-
2. Indeed, viral infections are known to induce aPL, especially aCL that may increase the risk of
thrombosis and clot formation in the presence of another thrombophilic condition (5).

Since patients with COVID-19 develop profound hypercoagulation (6), IgG aCL—positive patients are
at a higher risk for developing thrombosis, and therefore further follow-up with clinical evaluations and
biologic testing is recommended. Recent autopsy data on subjects who died of COVID-19 showed that
~50% of venous thromboembolic events were not recognized prior to death (2), suggesting that some
patients may need anticoagulation therapy. While awaiting further investigation, aCL detection could
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serve as a simple strategy to help stratify COVID-19 patients according to disease severity and thereby
help the therapeutic decision-making process.

Table 1. Association between clinical and biologic features and disease severity analyzed in 56 COVID-19 patients using univariate
and muitivariate logistic regression analyses”

Moderaie Severe Univariate OR Multivariate OR
disease (95% Ci) (P) (95% CI) (P)
Age, mean £ SD years 66.7 £ 199 1.00 (0.97-1.03) (0.986) -
Sex
Female Referant
Male

Duration of symptoms, mea
Real-time PCR cycle threshold a
mean = SD

Referant -

0.00 (NA-13 x 107)(0.990) -

28 units/ml 0.00 -
Anti-8,GPi IgM

<8 units/ml Refarant -

28 units/ml 0.93 (0.10-8.19) (0.841) -

No Referant -

Yes 15.10% (0.00-NA) (0.992) -
Coronary heart disease

No

Referant

as 0.23(0.01-3.45)(0.316)
High blood pressure

No Referent Referent

Yes 0.65 (0.22-1.86) (0.423) 0.89 (0.23-3.41)(0.858)
Heart failure

No -

Yes 1 (0.602) -
Dizbetes

No 20{435 26(565 Referent Referent

Yas 7 (70.0) 3(300 0.21 (0.02-1.85) (0:175)
Chronic respiratory disease

No

* Variables with a P value of <0.5 in univariate analysis were used
odds ratio (OR) with 95% confidence interval (95% CI). P values less than 0.05 were considered significant. Except where indicated
otherwise, values are the number (%). PCR = polymerase chain reaction; aCL = anticardiolipin antibodies; NA = not applicable; anti-
B,GPI = anti-B,-glycoprotein I.

1 Coronavirus disease 2019 (COVID-19) manifestation was defined as severe based on whether at least one of the following criteria
was met: respiratory rate >30 breaths/minute, oxygen saturation <93%, Pao/Fio, ratio <300 mm Hg, or cardiogenic shock or
respiratory failure requiring admission to an intensive care unit.
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ANNEXE 2 : Anti-cardiolipin IgG autoantibodies are associated with circulating markers
of neutrophil extracellular traps (NETS) in patients with severe COVID-19
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ABSTRACT

Objectives

While the detection of antiphospholipid autoantibodies (aPL) in COVID-19 is of increasing
interest, their role is still unclear in this context. We analyzed a large aPL panel in 157 patients with
COVID-19 according to the disease severity and further investigated their pathological role by studying
a potential correlation with circulating markers of neutrophil extracellular traps (NETS).

Methods

A total of 157 sera of patients infected by SARS-CoV-2 were collected. A large aPL panel
including conventional (Lupus anticoagulant, 1gG and IgM anti-cardiolipin, 1gG and IgM anti-beta-2
glycoprotein | autoantibodies) and non-conventional aPL (IgA anti-cardiolipin or anti-beta-2
glycoprotein I, IgA anti-phosphatidylethanolamine, 1gG and IgM anti-prothombin autoantibodies) were
retrospectively analyzed according to the disease severity. Circulating extracellular DNA levels in blood
were also analyzed.

Results

We found a total aPL prevalence of 54.8% almost half of which represented by IgG anti-cardiolipin
(aCL) and showed that, within an extended panel of aPL, only 1gG aCL were associated with severe
form of the disease. We also found 30% of positive anti-nuclear autoantibodies in COVID-19, but
without association with disease severity. Interestingly, we highlighted a significant association between
the levels of IgG aCL and extracellular DNA only in aCL positive patients with severe disease.

Conclusion

We showed for the first time a significant link between aPL, namely aCL, and circulating markers of
neutrophil extracellular traps in patients with severe form of COVID-19, suggesting that aPL could be
an enhancing factor of NETosis in COVID-19 exacerbating the thrombo-inflammatory state related to
disease severity.
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INTRODUCTION

Autoimmune diseases such as immune thrombocytopenia, autoimmune hemolytic anemia,
antiphospholipid syndrome or Kawasaki-like disease, have been reported in Coronavirus disease
(COVID)-19 even in the absence of preexisting immune-mediated inflammatory diseases (1). Evidence
supports that SARS-CoV-2 induces autoimmunity in patients with COVID-19. Exposure to viral
epitopes is an identified cause of autoimmunity, previously advanced in infectious diseases with other
coronaviruses (2,3). Molecular mimicry between SARS-CoV-2 protein and self-antigen has been
proposed as an autoimmune trigger in patients genetically prone (4-6).

The cytolytic effect of the virus and its massive replication (7) contribute to the induction of
apoptotic cells, which trigger an autoimmune reaction and produce autoantibodies such as antinuclear
autoantibodies (AN) (8). Cells infected with SARS-CoV-2 can escape type | interferon (IFN) response,
leading to uncontrolled viral replication. The influx of neutrophils and monocytes / macrophages leads
to an increased production of pro-inflammatory cytokines that play a major role in the pathogenesis of
autoimmune disease (9). In this context, neutrophils can produce neutrophil extracellular traps (NETS)
by releasing decondensed chromatin to trap SARS-CoV-2. An excess of NETs production has been
reported in severe forms of COVID-19, and the detection of extracellular markers of NETSs, including
circulating extracellular DNA, has been proposed as a marker of disease evolution (10). Importantly
NETs can contribute to a thrombo-inflammatory state, as observed in acute respiratory distress
syndrome, or in cancer (11).

As 5-15% of patients, particularly in the elderly and people with preexisting cardiovascular
diseases, developed severe pneumonia and coagulopathy disorders (12,13), we hypothesized that an
autoimmune mechanism would exacerbate the inflammatory response and contribute to the excessive
NET production. In line with this, we recently described the presence of antiphospholipid autoantibodies
(aPL) in COVID-19, by showing that IgG anti-cardiolipin autoantibodies (aCL) are highly and
independently associated with COVID-19 severity (14). Antiphospholipid autoantibodies represent a
large family of autoantibodies that are central for the diagnosis of antiphospholipid syndrome (APS), an
autoimmune-associated coagulopathy, and are also considered as vascular risk factors (15). In APS,
thrombotic effects have been mainly associated with aPL-activated cells such as endothelial cells or
platelets. Moreover, aPL can stimulate neutrophils to produce NETSs in patients with APS (16).
Similarly, purified 1gG fraction isolated from COVID-19 patients with positive aPL promotes NETs
release from neutrophils of healthy subjects (17). Several studies reported the presence of aPL in
COVID-19, but conclusions should be clarified about their frequency, type and clinical function. To this
end, we retrospectively assessed a large aPL panel including lupus anticoagulant (LA), 1gG/IgM/IgA
anti-cardiolipin (aCL), 1gG/IgM/IgA anti-beta-2 glycoprotein | (aB2GPI), IgG/ IgM anti-
phosphatidylethanolamine (aPE), and 1gG/IgM anti-prothombin (aPT) autoantibodies, in 157 patients
with COVID-19 and analyzed results according to the disease severity. To further investigate the
pathological role of aPL in COVID-19, we investigated circulating markers of NETs and analyzed them
according to aPL detection and disease severity.

MATERIAL AND METHODS

Patients

All patients with COVID-19 were confirmed to be infected by SARS-CoV-2 through real-time reverse
transcriptase PCR (RT-PCR) testing or by a positive 1gG anti-SARS CoV-2 serology.

Detection of aPL was performed on serum samples collected from 157 COVID-19 patients admitted
between March 2020 and July 2021 in the University Hospital of Marseilles (France) and consecutively
referred to hospital laboratory for immunological exploration.

Clinical data were collected from the day of sampling. They included co-morbidities (history of
thrombosis, history of stroke, coronary heart disease, hypertension, diabetes, heart failure and chronic
respiratory disease), clinical presentation (mild or severe), and duration of symptoms.

Definitions - Severe clinical presentation was defined based on at least one of the following criteria:
respiratory rate > 30 cycles/min, oxygen saturation <93%, PaO,/FiO; ratio < 300 mmHg, shock (defined
by the need of vasopressors) or respiratory failure requiring the admission to intensive care units (ICUSs)
(18). Thrombosis was defined as the formation of a thrombus within a blood vessel (artery or vein)
confirmed by ultrasound, magnetic resonance imaging (MRI) or X-ray Computed Tomography (CT).
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Chronic respiratory disease included chronic obstructive pulmonary disease, asthma, or lung cancer.
Heart failure included class Il or class 1V stages according NYHA classification. Acute respiratory
distress syndrome was defined according to Berlin definition (19).

ICU control group - To assess the specificity of aPL in COVID-19, patients admitted to ICU with a
negative SARS-CoV-2 RT-PCR and/or IgG anti-SARS CoV-2, and screened for aPL in ICU during the
study period, were analyzed according to their etiology of ICU hospitalization.

Ethics - All serum samples collected from patients infected by SARS-CoV-2 were part of a declared
Biobank (DC 2020-80) in compliance with ethical directives. For ICU non-COVID-19 patients, samples
were part of a declared Biobank (DC 2012-1704) in compliance with ethical directives. This study was
approved and registered by the institution and fulfilled local requirements in terms of data collection,
patients’ consent, and protection of data (RGPD/APHM 2020-80). This study was conducted according
to the Declaration of Helsinki.

Biological tests

Concentrations of anti-phopholipid antibodies were measured with commercially available ELISA. aCL
and aB2GPI levels were measured with Cardiolisa Theradiag® (Marne la Vallée, France) and Orgentec
Diagnostica® (Mainz, Germany), respectively. According to manufacturers’ recommendations and on-
site validation, positive cut-off were 15 U/mL and 8 U/mL, respectively. To avoid non-specific binding
issues, each positive sample was duplicated and serum non-specific background of uncoated well was
subtracted from the measured optical density (OD) of coated well. To assess cofactor dependence of
IgG aCL, all positive sera were tested with another ELISA assay (AIDA, Bad Kreuznach, Germany)
with manufacturers ‘cut-off equal to 15 U/mL

For the detection of aPT, we used an in-house ELISA previously described (20).AOD for each sample
was calculated by subtracting OD of coated well from OD obtained with non-coated well. The aPT
levels were reported as a ratio of AOD of patient/AOD of a selected control serum with a AOD at the
cut-off value. The result is positive when the ratio is above 1.

For the detection of aPE, we used an in-house ELISA previously described (21). The optical density
(OD) of each well was measured at 405 nm and AOD for each sample was obtained by subtracting OD
of non-coated well from that with antigen. These cut-off values were 0.47 and 0.68 ADO, corresponding
to the following arbitrary units: 18 and 59 U/mL for 1gG-aPE and IgM-aPE, respectively.

Antinuclear autoantibodies (ANA) in patients' sera were detected by an indirect immunofluorescence
(IIF) assay (Kallestad HEp-2 Cell Line Substrate, Bio-Rad, Hercules, CA). Anti-double stranded DNA
(ds-DNA) and anti-extractable nuclear antigen (ENA) antibody levels were measured in sera with
fluorescence-enzyme immunoassay (EliA dsDNA; Phadia, Uppsala, Sweden)

Quantification of serum extracellular DNA levels was performed according to manufacturer's
instructions using the Quant-iT PicoGreen DNA assay kit (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific
Waltham, Massachusetts, USA) as previously published (22).

Statistical analysis

Analysis was performed using R version 3.03 (R Development Core Team) and GraphPad Prism V6.05
(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Data are described as Mean * standard deviation in the tables.
Shapiro-Wilk test was used to test for data normality and two-tailed student t-test was used to test
variable differences between groups. Pearson’s Chi-squared test was used to test difference in
frequencies between groups for categorical variables.

Correlations between markers were evaluated using Pearson correlation analysis. Significance levels
are indicated on graphs (*: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001; ****: p<0.0001).

The study was conducted in accordance to the STROBE statement.
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RESULTS
1/Characteristics of patients with COVID-19

A total of 157 patients infected by SARS-CoV-2 were included in this study (Table 1), of which
53 were hospitalized in ICU. The mean age of patients was 68 + 16 years and 57% of them were male.
According to the clinical presentation at sampling time, this cohort was divided into two groups: mild
(n=59) and severe (n=98), as defined above.
No difference in terms of age, gender, and co-morbidities was observed between the two groups. In
contrast, the duration of symptoms was longer in the severe group than in the mild group (p<0.001). The
patients in the severe group were more often anticoagulated than those in the mild group (p= 0.001).
Fatal evolution was significantly associated with severity (p=0.007).
Regarding biological variables, elevated neutrophil count, neutrophil-to-lymphocyte ratio (NLR), and
eosinopenia were significantly associated with the severe form of the disease (p<0.001, p<0.001,
p=0.002, respectively).

2/Antinuclear autoantibodies

ANA detection by IIF was performed in 105 patients of our cohort. Among them, 74 (70.5%)
were negative. Of the 31 COVID-19 patients with positive ANA, 15 were in the mild group and 16 in
the severe group (p =0.459) (Table 2). Among these 31 patients, 29 (93.5%) had a speckled fluorescence
pattern and 13/29 had a titer > 320. Autoantibodies against dSDNA or ENA were negative, except for
one patient with positive anti-CENPB autoantibody, in agreement with the fluorescence pattern.

3/ Antiphospholipid auto-antibodies analysis

As most of our patients were treated with anticoagulants, results of lupus anticoagulant (LA)
was interpretable in 21 patients only. Among them, 14 were negative and 7 were positive, 3 of them
with a mild and 4 with a severe form of the disease.

For all patients, a large panel of aPL autoantibodies was investigated including lupus
anticoagulant (LA), 1gG/IgM/IgA aCL, 1gG/IgM/IgA aB2GPI, IgG/ IgM aPE, and IgG/IgM aPT (Table
2). The total aPL prevalence rate was equal to 54.8% (86/157) and the one of IgG aCL positivity was
equal to 26.1% (41/157). Interestingly, only IgG aCL had a statistically significant (p<0.001) higher
prevalence in the severe group (37.8%, 37/98) than in the mild group (6.8%, 4/59). The levels of aCL
IgG were significantly higher in the severe group (Figure 1, Mild: 9.74 + 8.20 U/ml; Severe: 15.80 £+
13.34 U/ml; p=0.002). A prevalence above 10% was found for IgA aB2GPI (14.5%, 22/157), 1gG aPE
(16%, 25/157) and IgM aPT (15.8%, 22/157). However, no association was identified with disease
severity.

We aimed to investigate whether aPL positivity was associated with COVID-19 independently
of severe conditions such as ARDS and/or septic shock. To this purpose, we conducted a subgroup
analysis on COVID-19 patients admitted to ICUs, and compared them with patients admitted to ICUs
with a negative SARS-CoV-2 RT-PCR and/or IgG anti-SARS CoV-2 serology. Out of 122 ICU patients
screened for aPL antibodies during the study period, 29 (23.8%) of them were positive for at least one
conventional aPL (IgG or IgM aCL, 1gG or IgM aB2GPI). Of them, 20 patients (69%) developed
COVID-19-associated ARDS (17 (85%) had IgG aCL), 2 patients (6.9%) suffered from a non-COVID-
19-related ARDS and 4 patients (13.8%) with a non COVID-19 related-septic shock. In 93 patients
negative for aPL, 28 patients (30.1%) were treated for COVID-19-related ARDS, 12 patients (12.9%)
for non-COVID-19 related-ARDS and 22 patients (23.7%) for non-COVID-19 related-septic shock.
Consequently, COVID-19-related ARDS was significantly associated with aPL positivity (69.0% vs.
30.1%, p<0.001). There was no correlation between non-COVID-19-related ARDS and aPL positivity
nor between septic shock and aPL positivity (6.9% vs. 12.9%, p= 0.38 and 13.8% vs. 23.7%, p=0.26,
respectively). Finally, aPL positivity was more frequent in COVID-19-related-ARDS than in COVID-
19 related-septic shock (69% vs. 13.8%, p<0.0001).

4/ 1gG anti-cardiolipin characterization and clinical association
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Taking into account the methodological issues on ELISA assays and the lack of agreement between
methods, we confirmed aCL positivity with another ELISA using beta-2 glycoprotein | as a sole cofactor
source (assay 2) on 29 positive patients. We found that 62% of positive aCL patients were also positive
by using assay 2.

To further analyze 1gG aCL association with the severe form of COVID-19, we also analyzed IgG aCL
with clinical characteristics and biomarkers (Table 3). In addition to the disease severity, a significant
association of 1gG aCL positivity was found with symptom durations (p<0.001), and transfer to ICU
(p<0.001). No association was found with in-hospital mortality, clinical history of patients or thrombotic
events occurring during the active phase of the disease. For the biomarkers, we observed one significant
association between aCL and elevated polymorphonuclear neutrophils (PMN) counts (p=0.007).

5/ 1gG anti-cardiolipin and NETSs association

Since aPL are known to promote NETSs release from patients with COVID-19, we investigated a
potential association between aCL and circulating extracellular DNA levels in serum. From 72 patients
tested, we found a significant association between NETs detection and IgG aCL positivity (Table 3).
Indeed, circulating extracellular DNA levels were significantly higher in IgG aCL positive patients than
in 1gG aCL negative ones (Table 3). No significant association was found between disease severity and
circulating extracellular DNA levels considering the whole population of patients (Figure 2). However,
among patients with severe COVID-19, extracellular DNA levels were significantly higher in 1gG aCL
positive patients than in IgG aCL negative ones (Figure 2).

DISCUSSION

Our study showed for the first time an association between aPL and circulating markers of NETs
in patients with severe form of COVID-19, suggesting that aPL could be an enhancing factor of NETosis
exacerbating the thrombo-inflammatory state associated with the disease severity.

Several studies reported the presence of aPL in COVID-19, but controversial results have
been found regarding the prevalence, type and clinical relevance of aPL. In our study, we found a total
aPL prevalence of 55% with almost half of positive 1IgG aCL and showed that, within an extended panel
of aPL, aCL IgG were associated with severe forms of the disease. This result confirmed our previous
data performed on 56 patients with COVID-19 for which only conventional aPL had been sought (14).
The search for LA was difficult to interpret because the patients affected by COVID-19 received
anticoagulant therapy. Devreese et al found 23% of patients positive for aCL and/or aB2GPI and more
than 50% of patients positive for LA (23), whereas Cristiano et al described a lower percentage of
positivity of around 5% and 2% for aCL and/or aB2GP1 and LA, respectively (24). In accordance with
our data, Zuo et al found a total prevalence of more than 50% in their cohort of 172 patients with
COVID-19, with a predominance of aCL (17). Trahtemberg et al also comforted our data by showing
that 1gG aCL are predominant and associated with disease severity (25). This heterogeneity of results
could be interrelated to the methodology used and/or population studied. Due to the difficult
interpretation of aPL positivity, we systematically controlled positive samples in duplicate, and, to
address the specificity, the absorbance of uncoated wells treated in the same conditions was
systematically subtracted in order to avoid nonspecific binding. Moreover, in this study, aCL positivity
was confirmed by using another ELISA assay and showed that majority of IgG aCL were beta-2-
glycoprotein | cofactor dependent, as described for pathogenic aPL in the antiphospholipid syndrome
(26). In addition, to test whether aPL could be generated by ARDS or septic shock, a control cohort of
122 ICU patients, showing that aPL positivity, mostly aCL, was significantly associated with COVID-
19 and not with non-COVID-19 related-ARDS or related-septic shock.

In our study, the presence of aCL was rather associated with inflammation than thrombosis.
Indeed, most of patients were on anticoagulant medication, and we did not have controls before the
infection. It is therefore difficult to discuss about the association between aCL and thrombosis.
Nevertheless, this finding invites to propose a follow-up of patient’s aCL positivity, especially since the
persistence of various symptoms in patients who recovered from COVID-19 was recently defined as
long COVID or post-covid syndrome (PCS) (27). In PCS, persistent neurological symptoms have been
described, and we can note that neurological disorders are also described in APS (28).
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In contrast to autoantibodies directed against cardiolipin, no association between ANA and
disease severity was established. We showed the presence of ANA in COVID-19, without identifying
any particular antibody specificity. ANA are useful biomarkers for the diagnosis and the monitoring of
autoimmune rheumatic diseases. Since it has been reported that ANA could precede by several years a
symptomatic autoimmune disease (29) , a follow-up of patients could also be advocated.

A major point of our study was to highlight a significant association between the levels of IgG
aCL and circulating extracellular DNA only in patients in the severe group, which leads to propose a
potential role of aPL in COVID-19: aCL would exacerbate the severity of the disease by causing
excessive production of NETS. In agreement, the pathogenicity of aPL from patients with COVID-19
has also been previously revealed by the fact that injection of purified IgG accelerated thrombotic events
in animal models and importantly promoted NETS release in human (17). NETSs are involved in the
pathogenesis of inflammatory and autoimmune diseases, such as APS (16). In COVID-19, NETSs have
been showed to correlate with inflammatory markers and proposed as a biomarker for the patient
outcomes (10).We can thus hypothesize that autoimmunity enhances the deleterious effect of the
inflammatory response, through aCL and NETSs induction. As NETs formation in APS has been
associated with an increase of production of reactive oxygen species (ROS), we can speculate that ROS
formation could be associated with severe damage in COVID-19. In agreement, Wenzhong et al by
employing bioinformatics methods proposed that SARS-CoV-2 generates ROS by iron capture and
therefore damages the human immune system (30). The preferential involvement of autoantibodies
against cardiolipin in the severity of the disease may be related to a new described mechanism showing
that aCL recognize a cell surface complex composed of lysobiphosphatidic acid (LBPA) and endothelial
protein C receptor (EPCR) (31). Subsequent endocytosis activates Toll like receptor 7 and 8 (TLR 7 and
TLR8) and type | IFN signaling, leading to further synthesis of autoantibodies, inflammation and
thrombosis. As TLR7 and type | IFN signaling are involved in COVID-19, we can hypothesize that aCL
generated during the infection could signal through the recently described EPCR-LBPA pathway
involved in inflammation and thrombosis. A putative mechanism of aCL role in severe forms of COVID-
19 is proposed in Figure 3.

In conclusion, we propose that severe forms of COVID-19 engage an autoimmune mechanism
that exacerbates inflammatory pathways through an excess of NETs production. Our results have two
major applications in the management of COVID-19: the follow-up of patients by the detection of aCL
and a proposal of an original therapeutic strategy targeting NETosis.

References

1. Novelli L, Motta F, De Santis M, Ansari AA, Gershwin ME, Selmi C. The JANUS of chronic
inflammatory and autoimmune diseases onset during COVID-19 - A systematic review of the literature. J
Autoimmun. 2021 Feb;117:102592.

2. Lin YS, Lin CF, Fang YT, Kuo YM, Liao PC, Yeh TM, et al. Antibody to severe acute respiratory
syndrome (SARS)-associated coronavirus spike protein domain 2 cross-reacts with lung epithelial cells
and causes cytotoxicity. Clin Exp Immunol. 2005 Sep;141(3):500-8.

3. Yang Y-H, Huang Y-H, Chuang Y-H, Peng C-M, Wang L-C, Lin Y-T, et al. Autoantibodies against
human epithelial cells and endothelial cells after severe acute respiratory syndrome (SARS)-associated
coronavirus infection. J Med Virol. 2005 Sep;77(1):1-7.

4. Angileri F, Legare S, Marino Gammazza A, Conway de Macario E, JI Macario A, Cappello F. Molecular
mimicry may explain multi-organ damage in COVID-19. Autoimmun Rev. 2020 Aug;19(8):102591.

5. Beaudoin CA, Jamash AR, Alsulami AF, Copoiu L, van Tonder AJ, Hala S, et al. Predicted structural
mimicry of spike receptor-binding motifs from highly pathogenic human coronaviruses. Comput Struct
Biotechnol J. 2021 Jul 2;

6. Mohkhedkar M, Venigalla SSK, Janakiraman V. Untangling COVID-19 and autoimmunity: Identification
of plausible targets suggests multi organ involvement. Mol Immunol. 2021 Jun 30;137:105-13.

70



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21,

22,

23.

V’kovski P, Kratzel A, Steiner S, Stalder H, Thiel V. Coronavirus biology and replication: implications for
SARS-CoV-2. Nat Rev Microbiol. 2021 Mar;19(3):155-70.

Wickman G, Julian L, Olson MF. How apoptotic cells aid in the removal of their own cold dead bodies.
Cell Death Differ. 2012 May;19(5):735-42.

Moudgil KD, Choubey D. Cytokines in autoimmunity: role in induction, regulation, and treatment. J
Interferon Cytokine Res. 2011 Oct;31(10):695-703.

Ng H, Havervall S, Rosell A, Aguilera K, Parv K, von Meijenfeldt FA, et al. Circulating Markers of
Neutrophil Extracellular Traps Are of Prognostic Value in Patients With COVID-19. Arterioscler Thromb
Vasc Biol. 2021 Feb;41(2):988-94.

Thalin C, Hisada Y, Lundstrom S, Mackman N, Wallén H. Neutrophil Extracellular Traps: Villains and
Targets in Arterial, Venous, and Cancer-Associated Thrombosis. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2019
Sep;39(9):1724-38.

Zhou F, YuT,DuR, Fan G, Liu Y, Liu Z, et al. Clinical course and risk factors for mortality of adult
inpatients with COVID-19 in Wuhan, China: a retrospective cohort study. Lancet. 2020 Mar
28;395(10229):1054-62.

Wang T, Du Z, Zhu F, Cao Z, An 'Y, Gao Y, et al. Comorbidities and multi-organ injuries in the treatment
of COVID-19. Lancet. 2020 Mar 21;395(10228):e52.

Bertin D, Brodovitch A, Beziane A, Hug S, Bouamri A, Mege JL, et al. Anticardiolipin IgG Autoantibody
Level Is an Independent Risk Factor for COVID-19 Severity. Arthritis Rheumatol. 2020
Nov;72(11):1953-5.

Garcia D, Erkan D. Diagnosis and Management of the Antiphospholipid Syndrome. N Engl J Med. 2018
May 24;378(21):2010-21.

Yalavarthi S, Gould TJ, Rao AN, Mazza LF, Morris AE, Nifiez-Alvarez C, et al. Release of neutrophil
extracellular traps by neutrophils stimulated with antiphospholipid antibodies: a newly identified
mechanism of thrombosis in the antiphospholipid syndrome. Arthritis Rheumatol. 2015 Nov;67(11):2990-
3003.

Zuo Y, Estes SK, Ali RA, Gandhi AA, Yalavarthi S, Shi H, et al. Prothrombotic autoantibodies in serum
from patients hospitalized with COVID-19. Sci Transl Med. 2020 Nov 18;12(570):eabd3876.

Pan A, Liu L, Wang C, Guo H, Hao X, Wang Q, et al. Association of Public Health Interventions With the
Epidemiology of the COVID-19 Outbreak in Wuhan, China. JAMA. 2020 May 19;323(19):1915-23.

Bernard GR, Artigas A, Brigham KL, Carlet J, Falke K, Hudson L, et al. The American-European
Consensus Conference on ARDS. Definitions, mechanisms, relevant outcomes, and clinical trial
coordination. American Journal of Respiratory and Critical Care Medicine. 1994 Mar;149(3):818-24.

Bardin N, Alessi MC, Dignat-George F, Vague 1J, Sampol J, Harlé JR, et al. Does the anti-prothrombin
antibodies measurement provide additional information in patients with thrombosis? Immunobiology.
2007 Sep 5;212(7):557-65.

Sanmarco M. ELISA for antiphosphatidylethanolamine antibody detection: High impact of assay buffer on
results. Journal of Immunological Methods. 2010 Jun;358(1-2):9-16.

Thomas GM, Carbo C, Curtis BR, Martinod K, Mazo IB, Schatzberg D, et al. Extracellular DNA traps are
associated with the pathogenesis of TRALI in humans and mice. Blood. 2012 Jun 28;119(26):6335-43.

Devreese KMJ, Linskens EA, Benoit D, Peperstraete H. Antiphospholipid antibodies in patients with
COVID-19: A relevant observation? J Thromb Haemost. 2020 Sep;18(9):2191-201.

71



24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

Cristiano A, Fortunati V, Cherubini F, Bernardini S, Nuccetelli M. Anti-phospholipids antibodies and
immune complexes in COVID-19 patients: a putative role in disease course for anti-annexin-V antibodies.
Clin Rheumatol. 2021 Jul;40(7):2939-45.

Trahtemberg U, Rottapel R, Dos Santos CC, Slutsky AS, Baker A, Fritzler MJ. Anticardiolipin and other
antiphospholipid antibodies in critically ill COVID-19 positive and negative patients. Ann Rheum Dis.
2021 Apr 26;annrheumdis-2021-220206.

Devreese KMJ, Ortel TL, Pengo V, de Laat B, Subcommittee on Lupus Anticoagulant/Antiphospholipid
Antibodies. Laboratory criteria for antiphospholipid syndrome: communication from the SSC of the ISTH.
J Thromb Haemost. 2018 Apr;16(4):809-13.

Tenforde MW, Kim SS, Lindsell CJ, Billig Rose E, Shapiro NI, Files DC, et al. Symptom Duration and
Risk Factors for Delayed Return to Usual Health Among Outpatients with COVID-19 in a Multistate
Health Care Systems Network - United States, March-June 2020. MMWR Morb Mortal Wkly Rep. 2020
Jul 31;69(30):993-8.

Leal Rato M, Bandeira M, Rom&o VC, Aguiar de Sousa D. Neurologic Manifestations of the
Antiphospholipid Syndrome - an Update. Curr Neurol Neurosci Rep. 2021 Jun 14;21(8):41.

Ma W-T, Chang C, Gershwin ME, Lian Z-X. Development of autoantibodies precedes clinical
manifestations of autoimmune diseases: A comprehensive review. Journal of Autoimmunity. 2017
Sep;83:95-112.

Wenzhong L, Hualan L. COVID-19: captures iron and generates reactive oxygen species to damage the
human immune system. Autoimmunity. 2021 Jun;54(4):213-24.

Muiller-Calleja N, Hollerbach A, Royce J, Ritter S, Pedrosa D, Madhusudhan T, et al. Lipid presentation
by the protein C receptor links coagulation with autoimmunity. Science. 2021 Mar 12;371(6534).

Table 1: Patients with COVID-19 characteristics

Mild (n=59) Severe (n=98) Total (n=157) p value
Age - years 0.445!
Mean (SD) 66.441 (18.554) 68.490 (14.686) 67.720 (16.220)
Range 20.000 - 92.000 35.000 - 96.000 20.000 - 96.000
Female - n (%) 26 (44.1%) 42 (42.9%) 68 (43.3%) 0.8822
Duration of Symptoms - days <0.001!
Mean (SD) 11.138 (6.033) 16.825 (10.182) 14.697 (9.258)
Range 1.000 - 32.000 2.000 - 47.000 1.000 - 47.000
Missing Values 1 1 2
Medical History - n (%)
Thrombosis 9 (15.3%) 8 (8.2%) 17 (10.8%) 0.1662
Heart failure 2 (3.4%) 6 (6.1%) 8 (5.1%) 0.4512
Stroke 5 (8.5%) 7 (7.1%) 12 (7.6%) 0.7612
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Coronary heart disease
Diabetes
High Blood Pressure
Chronic renal failure
Chronic respiratory disease
Cancer
Anticoag. Treatment — n (%)
Missing Values
Thrombotic events — n (%)
Missing Values
PMN (G/L)
Mean (SD)
Range
Missing Values
Lymphocytes (G/L)
Mean (SD)
Range
Missing Values
NLR
Mean (SD)
Range
Missing Values
Eosinopenia — n (%)
Missing Values
Death — n (%)

Missing Values

Table 1 legends: PMN: Polymorphonuclear neutrophils, NLR:

2 Pearson’s Chi-squared test

7 (11.9%)
14 (23.7%)
31 (52.5%)
6 (10.2%)
7 (11.9%)
9 (15.3%)
31 (53.4%)
1
1 (2.6%)

21

3.943 (1.718)
1.200 - 11.000

1

1.325 (0.541)
0.350 - 3.000

1

3.565 (2.308)
0.700 - 11.160
1
25 (43.1%)

1
1 (2.6%)

21

6 (6.1%)
19 (19.4%)
45 (45.9%)

6 (6.1%)

8 (8.2%)
17 (17.3%)
77 (78.6%)

0
7 (8.3%)

14

6.816 (3.985)
1.010 - 20.000

0

1.304 (0.792)
0.090 - 3.920

0

8.015 (8.821)
0.880 - 60.000
0
67 (68.4%)
0
18 (21.7%)

15

13 (8.3%)
33 (21.0%)
76 (48.4%)

12 (7.6%)

15 (9.6%)
26 (16.6%)
108 (69.2%)

1
8 (6.6%)

35

5.748 (3.601)
1.010 - 20.000

1

1.312 (0.707)
0.090 - 3.920

1

6.360 (7.437)
0.700 - 60.000
1
92 (59.0%)

1
19 (15.7%)

36

Neutrophil-Lymphocyte Ratio, ! Student’s t-test,
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0.206°

0.518

0.4212

0.3552

0.4452

0.7332

0.0012

0.239?

<0.001!

0.861!

<0.001"

0.0022

0.007>



Table 2: Antinuclear and antiphospholipid autoantibodies in patients with COVID-19

Mild (n=59) Severe (n=98) Total (n=157) p value
ANA positivity — n (%) 15 (33.3%) 16 (26.7%) 31 (29.5%) 0.459
Missing Values 14 38 52
aPL Positive — n (%) 26 (44.1%) 60 (61.2%) 86 (54.8%) 0.036
aCL IgG 4 (6.8%) 37 (37.8%) 41 (26.1%) <0.001
aCL IgM 6 (10.2%) 7 (7.1%) 13 (8.3%) 0.505
aCL IgG IgA 0 (0.0%) 2 (2.1%) 2 (1.3%) 0.263
Missing Values 1 4 5
aB2GPI IgG 2 (3.4%) 4 (4.1%) 6 (3.8%) 0.827
aB2GPI IgM 4 (6.8%) 6 (6.1%) 10 (6.4%) 0.870
aB2GPI IgA 10 (17.2%) 12 (12.8%) 22 (14.5%) 0.446
Missing Values 1 4 5
aPE IgG 7 (11.9%) 18 (19.1%) 25 (16.3%) 0.236
Missing Values 0 4 4
aPE IgM 2 (3.4%) 4 (4.3%) 6 (3.9%) 0.788
Missing Values 0 4 4
aPE IgA 1 (7.7%) 0 (0.0%) 1(2.3%) 0.124
Missing Values 46 68 114
aPT IgG 0 (0.0%) 1(1.1%) 1 (0.7%) 0.445
Missing Values 8 10 18
aPT IgM 5(9.8%) 17 (19.3%) 22 (15.8%) 0.139
Missing Values 8 10 18

Table 2 legends: aPL: antiphospholipid, aCL: anti-cardiolipin, aB2GPI: anti-beta-2 glycoprotein | (aB2GPI),
aPE: anti-phosphatidylethanolamine, aPT: anti-prothombin autoantibodies, ANA: antinuclear autoantibodies

74



Table 3: Anti-cardiolipin autoantibodies in patients with COVID-19

aCL IgG Neg (N=116) aCL IgG Pos Total (N=157) p value
Age - years 0.668!
Mean (SD) 68.052 (16.186) 66.780 (16.480) 67.720 (16.220)
Range 20.000 - 96.000 30.000 - 94.000 20.000 - 96.000
Female — n (%) 55 (47.4%) 13 (31.7%) 68 (43.3%) 0.0812
Duration of Symptoms - days <0.001!
Mean (SD) 13.026 (8.128) 19.500 (10.653) 14.697 (9.258)
Range 1.000 - 47.000 3.000 - 47.000 1.000 - 47.000
Missing Values 1 1 2
Severe Symptoms — n (%) 61 (52.6%) 37 (90.2%) 98 (62.4%) <0.0012
Intensive Care - n (%) 27 (23.3%) 26 (63.4%) 53 (33.8%) <0.0012
Medical History - n (%)
Thrombosis 13 (11.2%) 4 (9.8%) 17 (10.8%) 0.797?
Heart failure 6 (5.2%) 2 (4.9%) 8 (5.1%) 0.9412
Stroke 9 (7.8%) 3(7.3%) 12 (7.6%) 0.9272
Coronary heart disease 9 (7.8%) 4 (9.8%) 13 (8.3%) 0.6902
Diabetes 23 (19.8%) 10 (24.4%) 33 (21.0%) 0.5382
High Blood Pressure 59 (50.9%) 17 (41.5%) 76 (48.4%) 0.3012
Chronic renal failure 11 (9.5%) 1 (2.4%) 12 (7.6%) 0.1452
Chronic respiratory disease 9 (7.8%) 6 (14.6%) 15 (9.6%) 0.1982
Cancer 20 (17.2%) 6 (14.6%) 26 (16.6%) 0.6992
Anticoag. Treatment — n (%) 74 (64.3%) 34 (82.9%) 108 (69.2%) 0.0272
Missing Values 1 0 1
Thrombotic events — n (%) 5 (5.6%) 3 (9.4%) 8 (6.6%) 0.4532
Missing Values 26 9 35
PMN (G/L) 0.007*
Mean (SD) 5.286 (3.511) 7.044 (3.573) 5.748 (3.601)
Range 1.010 - 20.000 1.550 - 15.000 1.010 - 20.000
Missing Values 1 0 1
Lymphocytes (G/L) 0.3161
Mean (SD) 1.278 (0.712) 1.407 (0.693) 1.312 (0.707)
Range 0.090 - 3.920 0.240 - 3.100 0.090 - 3.920
Missing Values 1 0 1
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NLR 0.588!
Mean (SD) 6.167 (7.691) 6.903 (6.732) 6.360 (7.437)
Range 0.700 - 60.000 1.240 - 37.920 0.700 - 60.000
Missing Values 1 0 1

Eosinopenia 66 (57.4%) 26 (63.4%) 92 (59.0%) 0.5012
Missing Values 1 0 1

Death — n (%) 15 (16.7%) 4 (12.9%) 19 (15.7%) 0.6192
Missing Values 26 10 36

Extracellular DNA (ng/ml) 0.031!

Mean (SD)
Range

Missing Values

1337.288 (765.478)
176.200 - 2921.988
55

1777.724 (988.742)
381.700 - 3977.057
17

1461.646 (852.053)
176.200 - 3977.057
72

Table 3 legends: PMN: Polymorphonuclear neutrophils, NLR: Neutrophil-Lymphocyte Ratio, ! Student’s t-test,

2 Pearson’s Chi-squared test
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ANNEXE 3 : Persistent 1gG anti-cardiolipin autoantibodies are associated with a post-
covid syndrome

Daniel Bertin !; Elsa Kaphan %; Samuel Weber *; Benjamin Babacci *; Robin Arcani *’ ; Benoit Faucher?;
Amélie Ménard 5; Alexandre Brodovitch !; Jean Louis Mege *¢; Nathalie Bardin */

Introduction

Growing data show the persistence of various symptoms in patients who recovered from
COVID-19, recently defined as long COVID or post-COVID syndrome (PCS) [1]. While markers
associated to COVID-19 severity such as IL6, IgG anticardiolipin autoantibodies (aCL), eosinopenia,
hemogram-derived ratios, have been described in the acute phase of the disease [2-5], no biological
marker has been yet proposed to predict PCS.

Case presentation

With a one-year follow-up, we report a case of a 58-year-old woman who, although recovering
from COVID-19, has novel and persistent symptoms such as neurological complications. COVID-19
was diagnosed in March 2020, on the basis of positive SARS-CoV-2 RT-PCR, followed in June 2020
by positive anti- SARS-CoV-2 serology (Table 1). She had asthma, arterial hypertension, insulin-
dependent diabetes and overweight in her medical history (BMI =35.3kg/m2). During the acute phase,
the patient presented febrile hypoxemic pneumonia with dyspnea and cough, which required
hospitalization in intensive care unit without intubation and was treated by azithromycine,
hydroxychloroguine and then ceftriaxone for one week. One year later, she still complains of asthenia,
weekly sleepless headaches, memory problems related to dysexecutive syndrome, exertional dyspnea
(stage 2 according to MMRC scale), chest pain and digestive disorders such as intermittent diarrhea,
bloating, and belching. Cardiological examination showed minimal left ventricular hypertrophy with
preserved ejection fraction. Pertinent laboratory data on admission and in the follow-up of the patient
summarized in Table 1, showed persistent inflammatory biological syndrome with elevated CRP and
fibrinogen, but not IL6. Interestingly, among antiphospholipid autoantibodies tested, only aCL IgG was
positive and persistent one year later. A light but persistent eosinopenia was also observed. Other
biological data were normal.

Because of persistent neurological complaint, cerebrospinal fluid (CSF) analysis was performed
and showed normal CSF-protein, without oligoclonal band nor pleiocytosis. Cerebral MRI showed
isolated temporal lacunar stroke of old appearance. Cerebral ¥F-FDG-PET scan showed moderate
hypometabolism of amygdala, and mild hypometabolism of fronto-mesial lobe, insula, brainstem and
cerebellum, as it has already been described in patients with long COVID [6]. Whole body *F-FDG-
PET scan did not show any systemic pathological hypermetabolism.

Discussion

Until now, most of the clinical studies of COVID-19 have focused on symptoms during the acute phase
of the disease. Mainly, patients present fever (= 38 °C), cough, chest pain, dyspnea, diarrhea and fatigue
or myalgia, and in about 15% of case, they may develop acute respiratory distress syndrome (ARDS) or
end-organ failure. More recently, a “post-covid syndrome” (PCS) has been described in patients who
exhibit at least one persistent symptom, 12 weeks after disease onset, which cannot be explained by
another cause [1]. This syndrome seems to be frequent after COVID-19 acute infection, and not only
after a severe form of the disease. The most common signs of this clinical picture are persistent fatigue,
dyspnea, and anosmia or memory complaint. In this case, we evidenced neurological disorders, not
explained by another cause apart from PCS. In addition to a low grade inflammatory process, we
evidenced the persistence of 1gG aCL positivity and eosinopenia, one year after the COVID-19 acute
infection, and both previously defined as independent factors associated with disease severity. They
could be potential biological predictors of the PCS. The pathophysiological mechanism of PCS is not
known, but are suggested the possibility of 1- persistence of the virus, especially in the nervous system,
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2- a post-infectious inflammatory or autoimmune reaction, or 3- microglial involvement [7]. The aCL
could be associated with viral infections and may have in this context persistent pro-inflammatory
effects, as recently described [8].
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Table 1: Longitudinal follow-up of biological markers

Date
Normal Values | 2020/03/26 | 2020/06/17 | 2021/01/13 | 2021/02/17 2021/03/29 | 2021/04/07
COVID-19 PCR SARS-CoV2 Positive Ct N.A N.A Negative N.A Negative
=28
Serology SARS-CoV?2 N.A N.A N.A Positive Positive Positive
Hemocultures Sterile N.A N.A N.A N.A N.A
Hemogram Red Blood Cells (T/L) (4-5) 4,28 4,61 N.A 4,86 4,72 4,7
Hemoglobin (g/dL) (12 - 15) 11,3 12,2 N.A 12,4 12,4 12
Platelets (G/L) (150 - 400) 229 377 N.A 398 377 408
WBC (G/L) (4 -10) 4,4 6,1 N.A 6,1 6,5 59
Neutrophils (G/L) (2-7,5) 2,8 2,6 N.A 2,3 3,1 2,9
Eosinophils (G/L) (0,1-0,5) 0 0,07 N.A 0,1 0,08 0,06
Basophils (G/L) (0-0,2) 0,01 0,02 N.A 0,02 0,02 0,01
Lymphocytes (G/L) 1-4) 1,4 3 N.A 3,3 3 2,6
Monocytes (G/L) 0,2-1) 0,17 0,42 N.A 0,39 0,36 0,29
Neutrophil-to-lymphocyte ratio (< 6,63) 2 0,87 N.A 0,7 1,03 1,12
Platelet-to-lymphocyte ratio (<2,98) 1,64 1,26 N.A 1,21 1,26 1,57
Neutrophil-to-platelet ratio (<2,98) 1,22 0,69 N.A 0,58 0,82 0,71
Systemic immune-inflammation (<13,87) 4,58 3,27 N.A 2,77 3,9 4,55
index (SII)
Haemostasis Prothrombin Time (%) (>70) 110 122 112 110 122 106
aPTT ratio (<1,2) 11 0,9 0,9 0,9 0,9 1
D-Dimers (ug/ml) (0-0,5) N.A 0,39 0,41 0,62 N.A 0,53
Fibrinogen (g/L) (1,8-4) 6,95 5,36 5,49 5,85 N.A 5,34
Inflammatory CRP (mg/L) (0-5) 130 7,8 7,9 12,1 14,1 15,9
markers Ferritin (ug/L) (30 - 280) N.A N.A N.A N.A N.A N.A
IL-6 (pg/mL) (< 55) N.A N.A 7,76 14,82 20,63 9,82
Blood ionogram Na (mmol/L) (136 - 145) 136 140 139 138 138 139
Cl (mmol/L) (98 - 107) 99 103 101 102 99 102
K (mmol/L) (3,4-4,5) 4,16 4,72 5,24 4,64 4,13 4,73
Ca (mmol/L) (2,15 - 2,50) 2,17 N.A N.A N.A 2,49 N.A
Renal function Creatinine (umol/mL) (45 - 84) 62,9 61,6 64,6 89 71 79
GFR (CKD-EPI) (mL/min/1,74m2) (>90) 95 97 92 62 82 72
Liver markers AST (UI/L) (0-35) 31 N.A N.A 21 20 18
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ALT (UI/L) (0-35) 25 N.A N.A 28 28 24
GGT (UI/L) (0 - 40) 71 N.A 66 58 60 52
Total Bilirubin (umol/L) (0-21) 4 N.A 5 5 6 7
Alkalin Phosphatase (UI/L) (35 - 105) 74 N.A N.A 97 106 91
Tissue damage Lactico dehydrogenase (UI/L) (135 - 214) 303 N.A 192 N.A 194 N.A
markers Creatine Kinase (UI/L) (0-170) 87 N.A N.A N.A 120 N.A
Immunology : Antinuclear antibodies (< 160) N.A N.A Negative Negative Negative Negative
Conventional Anti-cardiolipin 1gG (U/mL) (< 15) N.A 53,28 21,19 N.A 20,41 24,4
Antiphospholipid Anti-cardiolipin IgM (U/mL) (< 15) N.A 0,77 0,46 N.A 2,06 1,75
Antibodies Anti-B2GP1 1gG (U/mL) (<8) N.A 1,17 1,42 N.A 0 0,68
Anti-B2GP1 IgG (U/mL) (<8) N.A 1,17 1,42 N.A 0 0,68
Anti-B2GP1 IgM (U/mL) (<8) N.A 2,3 0,57 N.A 0,23 1
Lupus Anticoagulant N.A Negative Negative Negative N.A Negative

N.A: non-available data
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ABREVIATIONS

aANV : auto-anticorps anti-annexine V

aB2GP1 : auto-anticorps anti-béta-2-glycoprotéine-1

AC : anticorps

aCL : auto-anticorps anticardiolipine

AG : antigene

AHAI : anémie hémolytique auto-immune

AN : auto-anticorps anti-nucléaires

ANCA : auto-anticorps anti-cytoplasme des polynucléaires neutrophiles
aPE : auto-anticorps anti-phosphatidyléthanolamine

aPLs : auto-anticorps anti-phospholipides

aPT : auto-anticorps anti-prothrombine

CIA : chemiluminescence immunoassay

COVID-19 : coronavirus disease 2019

CRP : protéine C-réactive

DO : densité optique

ELISA : enzyme-linked immunosorbent assay

EPCR : récepteur endothélial de la protéine C

ISTH : International Society on Thrombosis and Haemostasis
LA : lupus anticoagulant ou anticoagulant circulant lupique
LDH : lactate déshydrogénase

LPBA : acide lysobisphosphatidique

MAI : maladies auto-immunes

NETSs : neutrophils extracellular traps
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NLR : rapport polynucléaires neutrophiles sur lymphocytes
PL : phospholipides

PNN : polynucléaires neutrophiles

PTI : purpura thrombopénique idiopathique

ROS : especes réactives de I'oxygéne

RT-PCR : reverse transcriptase polymerase chain reaction
SAPL : syndrome des anticorps anti-phospholipides
SARS-CoV-2 : severe acute respiratory syndrome coronavirus 2
SDRA : syndrome de détresse respiratoire aigué

SGB : syndrome de Guillain-Barré

SPC : syndrome post-COVID-19

USC : Unité de Soins Intensifs Continus
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RESUME

La COVID-19 est une pandémie mondiale qui cause dans 15 a 20% des cas, de
séveres atteintes pulmonaires et vasculaires, qui peuvent entrainer un SDRA et le
déces.

La clef de la physiopathologie de la maladie semble liée a une réaction immunitaire
exagérée et inadaptée a l'origine de ce que I'on appelle une « tempéte cytokinique ».
Cette réaction immunitaire excessive, conduisant a une inflammation non contrélée
pourrait induire l'initiation d’une auto-immunité.

Dans I'hypothése qu’une réponse auto-immune est induite par le SARS-CoV-2 et
compte-tenu de I'état pro-inflammatoire et pro-coagulant retrouvé dans la COVID-19,
les études se sont orientées vers la recherche d’aPLs, qui sont des marqueurs de
définition du SAPL responsables de thromboses veineuses et/ou artérielles.

Le but de ce travail de thése est de définir I'intérét et 'apport de la détection des aPLs
dans la prise en charge des patients atteints de la COVID-19.

La revue de la littérature a montré la présence d'aPLs dans la COVID-19, mais des
résultats controversés ont été trouvés concernant la prévalence, le type et la
pertinence clinique des aPLs. Dans une méta-analyse, la prévalence retrouvée était
de 46,8%. L'aPL le plus fréquemment retrouvé était le LA (50,7%) suivi des aCLs IgG
ou IgM (13.9%) puis des aB2GP1 1gG ou IgM (6.7%). Une association significative a
été obtenue entre la présence d’aCLs et/ou aB2GP1 et les patients atteints de forme
sévere de la COVID-19. Cependant, aucune association n'a été retrouvée entre la
présence d’'aPLs et la mortalité, la nécessité d’'une intubation invasive et la survenue
d’événement thrombotique. Dans notre derniére étude, nous avons trouvé une
prévalence totale d'aPLs de 54,8 %.

Nous avons récemment mis en évidence un lien entre les aPLs et les marqueurs
circulants des NETs chez les patients atteints d'une forme sévére de la COVID-19,
suggérant que les aPLs pourraient étre un facteur favorisant la NETose exacerbant
I'état thrombo-inflammatoire lié a la sévérité de la maladie.

En conclusion, I'ensemble de nos résultats nous permet de proposer que la forme
sévere de la COVID-19 engage un mécanisme auto-immun via la production d’aPLs
(et en particulier d’'aCL) qui exacerbe la voie inflammatoire par un excés de production
de NETs. Nos résultats aménent deux applications majeures dans la prise en charge
de la COVID-19 : 1/ dans le suivi des patients, la détection des aCL permettrait
d’identifier les formes sévéres et potentiellement les formes longues de COVID-19. 2/
dans la prise en charge thérapeutique, pour laguelle une stratégie originale pourrait
étre proposée en ciblant la NETose.

Ainsi 'ensemble de ce travail montre I'intérét de réaliser une étude de suivi clinique et
biologique des patients atteints de la COVID-19 positifs en aCL. Ce projet fera I'objet
de mon travail de mémoire.
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