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Au moment d’étre admis a devenir membre de la profession médicale,

je m’engage solennellement a consacrer ma vie au service de
Chumanité.
Je traiterai mes maitres avec le respect et la reconnaissance qui leur
sont dus.
Je pratiquerai ma profession avec conscience et dignité. La santé de
mes malades sera mon premier but.
Je ne trahirai pas les secrets qui me seront confiés.
Je maintiendrai par tous les moyens en mon pouvoir l’honneur et les
nobles traditions de la profession médicale.
Les médecins seront mes freres.

Aucune considération de religion, de nationalité, de race, aucune
Considération politique et sociale, ne s’interposera entre mon devoir et
mon patient.

Je maintiendrai strictement le respect de la vie humaine deés sa
conception.

Meéme sous la menace, je n‘userai pas mes connaissances médicales
d’une facon contraire aux lois de ’humanité.

Je m’y engage librement et sur mon honneur.

Déclaration Geneve, 1948
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Les anticoagulants (AC) sont des molécules qui inhibent le processus de la coagulation.
lls sont produits dans les conditions physiologiques normales comme [I’antithrombine, la
protéine C et S et I'inhibiteur de la voie du facteur tissulaire (tissu factor pathway inhibitor :
TFPI). Il existe aussi des AC auto anticorps trouvés dans le sang de certains patients sous

certaines conditions pathologiques, et on parle des anticoagulants circulants (ACC) [1].

Les ACC sont des inhibiteurs acquis de la coagulation. C’est un groupe hétérogéne de
substances inhibitrices de la coagulation qui sont souvent de type IgG ou IgM, parfois les 2 en
méme temps, les types IgA sont rares. Nous distinguons deux groupes d’ACC selon leur
spécificité : des ACC agissant spécifiquement sur les facteurs de coagulation (des anti-facteurs
de la coagulation) et les ACC dirigés contre une phase de la coagulation. Ces derniers sont non
spécifiques notamment les ACC de type lupique (lupus anticoagulant : LA) qui s’attaquent aux

phospholipides (PLs) ou des protéines associées aux phospholipides.

Il est trés important de les différencier car les inhibiteurs spécifiques anti-facteurs
entrainent des hémorragies et les inhibiteurs de type antiphospholipides entrainent des
thromboses. Les ACC ont une action anticoagulante in vitro et non in vivo : d’ou une absence de
risque hémorragique. Il est a noter que ces anticoagulants circulants allongent les tests de la
coagulation dépendants des phospholipides [TCA (Temps de céphaline avec activateur) et/ou TP

(Taux de prothrombine) et /ou TT (Temps de thrombine)] [2].

Dans notre étude, nous allons nous focaliser spécifiquement sur le lupus anticoagulant

(LA).

Il est décrit pour la premiére fois en 1906 par Wassermann dans une étude menée sur

des patients présentant des résultats sérologiques positifs pour la syphilis [3].

L’anticoagulant circulant de type lupique est un parametre biologique fréquemment
recherché au laboratoire. Sa présence persistante peut étre responsable d’évenements

thrombotiques et/ou de complications obstétricales justifiant la nécessité de sa détection.



Les anticoagulants circulants : Méthodologie diagnostique au laboratoire et implications cliniques
(expérience de laboratoire d’hématologie HMA)

Ainsi, il fait partie d’une entité clinico-biologique dénommée syndrome des
antiphospholipides (SAPL). Sa mise en évidence, par des tests de coagulation, est complexe et
peu standardisée tant au niveau pré-analytique, analytique que pour linterprétation des
résultats [4]. Les études multicentriques montrent qu’il y a encore trop de résultats rendus
faussement positifs ou faussement négatifs, d’ou le rbéle important du biologiste dans
I'interprétation des résultats et donc dans le diagnostic. Toutefois, il est indispensable
d’identifier correctement les patients a risque. Leur prise en charge est capitale pour limiter la

survenue de complications graves et de récidives.

Dans ce travail, nous proposons d’analyser les différentes méthodes utilisées dans le
laboratoire d'hématologie HMA pour détecter les anticoagulants circulants lupiques. Nous
soulignerons également l'importance de I'étape pré-analytique et post-analytique. Le but est de
repérer les patients positifs au lupus anicoagulant, de prévenir ou de réduire la survenue des
manifestations cliniques, notamment les thromboses et les fausses couches, de suivre leur
progression dans le temps, de réduire les risques de rechute et d'aider le clinicien a proposer

une prise en charge appropriée.
Les objectifs de notre travail sont :
> Eclaircir la méthodologie diagnostique des anticoagulants circulants.

> Montrer la gravité clinique : thromboses et fausses couches.
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l. Type et période d’étude :

Il s’agit d’une étude rétrospective étalée sur une période de 3 ans allant d’octobre 2021 a

décembre 2023.

Il. Sélection des patients :

Trente huit patients avaient bénéficié d’une demande de recherche des ACC au

laboratoire d’hématologie de I'hopital militaire Avicenne (HMA) de Marrakech.

1. Critéeres d’inclusion :

Dans notre étude, nous avons inclus les patients des deux sexes, présentant une
suspicion de présence d’anticoagulant circulant a la suite de manifestations cliniques (thrombose
vasculaire, manifestation obstétricale, maladie auto immune...), ou biologiques (découverte
fortuite d’un allongement isolé du TCA au cours d’un bilan pré-operatoire, suivi de pathologie

auto-immune ou bien au cours d’un bilan de santé).

2. Critéres d'exclusion :

Nous avons exclu de notre étude les anticoagulants circulants spécifiques a un facteur.

lll. Méthodes :

1. Cadre d’étude :

Au sein du bloc des laboratoires se trouve le laboratoire d’hématologie qui se compose

d’une unité de cyto-hématologie et d’une unité d’hémostase.

Le personnel se compose d'un professeur d'enseignement supérieur (chef de service),
d’un professeur assistant, d’un médecin spécialiste, d’'une équipe de médecins résidents et
p ) p ) quip

d’une équipe de techniciens.
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L’activité démarre a 08 heures du matin. Les techniciens procédent a la réception, la
détection des non-conformités et a la centrifugation des prélevements. Avant la réalisation des
tests, un contréle de qualité interne est obligatoire pour assurer une bonne fiabilité des

résultats.

2. Recueil des données :

Les données de cette étude rétrospective ont été collectées pour chaque patient par

exploitation de son dossier médical.

Toutes les données ont été exploitées grace a une fiche d’exploitation préétablie qui a
permis de rassembler et d’analyser les principaux caractéres épidémiologiques, cliniques et

biologiques renseignés (Annexe 1). Cette fiche comportait les rubriques suivantes :
e Les données épidémiologiques : age et sexe du patient
e Les antécédents
e Services demandeurs
e Les circonstances de découverte.

e L’exploration des voies de coagulation.

3. Analyse des données :

La saisie des textes et des tableaux a été faite sur le logiciel Word 2019 et celle des
graphiques sur le logiciel Origin Lab et Corel Draw 21. L’exploitation statistique a été réalisée

sur : Microsoft Excel.
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4, Moyens diagnostigues au laboratoire d’hématologie :

4.1. Phase pré-analytique, analytique et post-analytique :

a. Phase pré-analytique :

Qui comprend la prescription des éléments cliniques et thérapeutiques, le préléevement
d’un échantillon biologique sur le patient, I’étiquetage, le transport de I’échantillon biologique
jusqu’a I'endroit ou il est analysé, et éventuellement sa conservation.

> Conditions pré-analytiques :

La recherche des ACC a été réalisée sur des échantillons plasmatiques obtenus aprés une
centrifugation du sang veineux prélevé sur un tube contenant une solution de citrate trisodique
0,109 M en respectant le rapport (1 volume de citrate pour 9 volumes de sang). S’ensuit une
centrifugation : 5 minutes a 2500 g. Le traitement de I’échantillon se fait sans délai, sinon pas
plus de quatre heures.

b. Phase analytique :

Est le processus technique permettant I’obtention d’un résultat d’analyse biologique, qui
est précédée par des controles de qualité internes pour les tests a réaliser.

¢. Phase post-analytique :

Elle permet l'interprétation contextuelle et la validation des résultats ainsi que leur
communication appropriée au prescripteur.

4.2. Tests biologiques :

a. Exploration de la voie intrinségue de la coaqulation par le TCA :

Le test de dépistage des ACC utilisé est le TCA avec de la céphaline et de la silice comme
activateur. Le TCA du patient a été considéré comme allongé lorsqu’il était supérieur au TCA
témoin. Les résultats sont exprimés en temps de coagulation du plasma du patient (secondes)
par rapport a celui d’un pool de plasmas normaux appelé «témoin». Ratio (TCA patient /TCA

témoin) >1,20 chez I'adulte (Ratio physiologique TCA patient/TCA témoin <1,2).
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Le TCA permet d’étudier globalement I'activité des facteurs de la coagulation de la voie
intrinseque (facteurs PK, KHPM, XII, XI, IX, VIII) et le tronc commun (V, Il et X) ainsi que le

fibrinogene.
Nous observons un allongement du TCA dans les cas suivants :
e Présence d'héparine :
- Héparinothérapie
- Contamination ex vivo
e Anticoagulant circulant (ACC) = Anticorps inhibiteur d'un facteur de la coagulation :
- Anticorps antiphospholipides de type lupique
- Anticorps anti FVIIl ou anti FIX
- Anticorps anti FXI ou anti FXII (plus rare)
e Déficit isolé d'un facteur de la coagulation :
- Déficit en F VIIl => Hémophilie A ou Willebrand
- Déficit en F IX=> Hémophilie B
- Déficit en F XI => maladie de Rosenthal

- Déficit en facteur de la phase contact : XIl, PK (Prékallicréine), KHPM (Kininogéne de

haut poids moléculaire)

»  Test de correction :

Le test de correction a pour but de différencier entre un déficit en facteur et la présence
d'un anticoagulant circulant. Cette épreuve de mélange est réalisée sur le temps de céphaline

avec activateur.
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1
La correction, ou la non-correction, du TCA est objectivée par le calcul de l'indice de

Rosner (IR) de la maniére suivante : IR = [(TCA mélange - TCA témoin) / TCA patient] x 100

Nous estimons que le TCA est corrigé si lI'indice de Rosner est inférieur a 12%. Il n'est pas
corrigé si l'indice de Rosner est supérieur a 15%. Il existe une zone grise, une zone douteuse
entre 12 et 15% ou le test doit étre refait. La correction du TCA lors de I'épreuve du mélange est
en faveur d'un déficit en facteur de la coagulation. La non-correction du TCA oriente plutot vers

un ACC.

>  Test de neutralisation :

Le test de neutralisation n’a pas été réalisé.

b. Exploration de la voie extrinseque de la coagulation par le temps de Quick :

Le principe du temps de Quick (TQ) consiste a comparer, en présence de thromboplastine
calcique, le temps de coagulation d’un plasma a étudier par rapport a un témoin normal servant

de référence.

Le TQ permet d’étudier globalement I'activité des facteurs de coagulation de la voie
extrinseque (facteur VII) et les facteurs du complexe prothrombinique (facteur Il, facteur V et
facteur X). Les résultats sont exprimés en secondes par rapport a un pool de plasmas témoin.

Le TTD n’a pas été réalisé pour nos patients.

c. Exploration de la voie commune de la coagulation par le test dARVVT :

Dans notre laboratoire, les échantillons ont été analysés par réalisation d’un test de
détection de I'anticoagulant circulant lupique qui est le dRVVT (le temps dilué du venin de vipeére

de Russell).
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Le test du dRVVT, utilisant une trousse commerciale [LATscreen/LA2confirm (Siemens)], a
été réalisé en méthode intégrée, en accord avec les recommandations du fournisseur et de I'ISTH
(International Society on Thrombosis and Haemostasis). Les tests de dépistage
(dRVVTscreen/dRVVTs) et de confirmation (dRVVTconfirm/dRVVTc) ont ainsi été effectués en
parallele. Les résultats ont été exprimés sous forme de Lupus anticoagulant ratio (LA ratio ou

ratio dRVVT normalisé) :

LA ratio = ratio dRVVT Screen/ ratio dRVVT Confirm.

Avec :

Ratio dRVVTs = résultats du dRVVTs du patient (secondes)/moyenne des valeurs normales

dRVVTs (secondes)

Ratio dRVVTc = résultats du dRVVTc du patient (secondes)/ moyenne des valeurs normales

dRVVTc (secondes)

Les moyennes des valeurs normales du dRVVT screen et confirm ont été calculées a chaque
changement de lot de réactif. Pour un lot de réactifs utilisé sur I"automate SYSMEX CS-2100i
(Fig.1) durant la période de sélection des dossiers, les moyennes des temps témoins des dRVVT

Screen et Confirm et les intervalles de référence des ratios ont été montrés sur le tableau I.

10




Les anticoagulants circulants : Méthodologie diagnostique au laboratoire et implications cliniques
(expérience de laboratoire d’hématologie HMA)

Tableau | : Valeurs de référence du dRVVT.

Valeurs de référence
dRVVT Screen (sec) 30s
dRVVT Confirm (sec) 30s
Ratio dRVVT Screen <1.20
Ratio dRVVT Confirm <1.20
Seuil de positivité du LA ratio > 1,20

Figure 1 : Automate SYSMEX CS-2100i utilisé pour la détection des ACC dans le laboratoire

d’hématologie HMA.

11
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.  Etude épidémiologique :

1. Nombre de cas colligés :

La présente étude est basée sur I'analyse des données médicales enregistrées au
laboratoire d'hématologie HMA de Marrakech. Les dossiers de patients étudiés dans ce travail
ont été collectés sur une période étalée sur trois ans, entre octobre 2021 a décembre 2023.
Nous avons colligé 38 dossiers dont les patients ont eu une grande probabilité d’avoir un

anticoagulant circulant lupique positif.

2. Répartition selon le sexe :

Nous avons étudié 38 dossiers, parmi eux 21 patients ont été des femmes et 17 des

hommes, représentant respectivement 55,26% et 44,74% (Graphiquel).

Homme

Femme

55.26% 44.74%

Graphique 1 : Répartition de la population totale selon le sexe.

Sur I'ensemble des dossiers, la positivité des ACC a été observée chez 27 patients, dont
44 ,50% ont été des femmes et 55,50% des hommes, avec un sex-ratio hommes sur femmes

(H/F) de 1,25 (Graphique 2).

13



Les anticoagulants circulants : Méthodologie diagnostique au laboratoire et implications cliniques
(expérience de laboratoire d’hématologie HMA)

Homme Femme

55.5%

44 5%

Graphigue 2 : Répartition de la population ACC positif selon le sexe.

3. Répartition selon I’age :

Dans cette étude, I’dge de la population totale au moment du diagnostic variait entre 20
et 74 ans, avec une moyenne d’age de 40,94 + 3 ans (Graphique 3). Il convient de souligner que
la grande majorité des patients (50%) avaient un age inférieur a 40 ans.

50

30

Les cas (%)
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Graphigue 3 : Répartition de la population totale selon les tranches d’age.

Alors que la moyenne d’age da la sous population ACC positif était de 40,37 ans, et la

plupart des cas positifs avaient un age qui se situait entre 30 et 50 ans (Graphique 4).
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50

40

30

Les cas (%)

204

104

Graphigue 4 : Répartition de la population ACC positif selon les tranches d’age.

4, Répartition selon les services demandeurs :

La majorité des patients concernés par cette étude étaient suivis a ’'HMA de Marrakech,
65,79% ont été pris en charge par le service de médecine interne, 10,53% par le service de
cardiologie, 2,63% par le service de réanimation, 2,63% par le service de néphrologie, et 2,63%
par le service d’hépato-gastro-entérologie. Le reste des patients soit 15,79% ont été recus au

laboratoire a titre externe (Graphique 5).

65.79%

I Cardiologie

" Externe

I Hépato-gastro-entérologie

I Médecine interne
Néphrologie

I Réanimation

2.63%
2.63%

2.63% 10.53%

15.79%

Graphiqgue 5 : Répartition des patients selon les services demandeurs.
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Il. Répartition selon les antécédents :

Dans notre population étudiée,

22 patients ont eu des antécédents personnels

d’événements thromboemboliques avec une prédominance veineuse, soit 63,63% de la

population. Chez les femmes, 8 patientes ont présenté des complications liées a la grossesse,

dont deux femmes ont présenté des issues liées a la fois a la grossesse et aux thromboses. 11

patients ont eu des antécédents de maladies auto-immunes, dont quatre ont eu également des

thromboses associées. Alors que la prise des anticoagulants a été observée chez 10 patients,

dont 5 sous traitement antivitamine K (AVK), 3 sous anticoagulants oraux directs (AOD), et 2

sous héparine de bas poids moléculaire (HBPM) (Tab.lII).

Tableau Il : Répartition des patients selon les antécédents.

Antécédents Population totale Population avec un acc positif

Thromboemboliques 22 19
Thrombose veineuse profonde 11 10
Embolie pulmonaire 5 4
Accident vasculaire cérébral 3 2
Thrombose de la veine cave inférieure 2 2
Thrombose de la veine porte 1 1
Obstétriques 8 4

Fausse couche a répétition 6 4
Accouchement prématuré 2 0
Maladies auto-immunes 11 8
Lupus érythémateux disséminé 5 2
Behcet 4 4

Syndrome de Gougerot-Sjégren 1 1
Thyroidite auto-immune 1 1
Prise médicamenteuse 10 8
AVK 5 4

AOD 3 3

HBPM 2 1
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lll. Répartition selon les indications de recherche des ACC :

Les circonstances de la détection des ACC chez 57,89% des cas ont été des thromboses
veineuses ou artérielles non provoquées et non expliquées et 18,43% des patients ont effectué la
recherche de I'anticoagulant circulant lupique dans un contexte de maladies auto immunes (LES
et thyroidite auto-immune). Alors que chez 5,27% des patientes c’était dans un cadre
d’accouchement prématuré et chez 10,52% a la suite des multiples fausses couches spontanées
et précoces. Enfin chez 7,89% des patients le motif était un allongement inexpliqué du TCA par

rapport au témoin (Graphique 6).

Thrombose vasculaire

Maladie auto-immune -

Fausses couches a répétion

Allongement du TCA isolé

Accouchement prématureé

(%)

Graphique 6 : Indications de recherche des ACC.
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IV. Diagnostic des ACC:

1. Exploration de la voie intrinséque de la coagulation :

1.1. Test de dépistage : Temps de céphaline avec activateur :

Dans la présente étude, le TCA allongé par rapport au témoin a été noté chez 11 patients,
soit 28,95% avec un ratio TCA supérieur a 1,2, alors qu’il a été normal chez 27 patients, soit

71,05% des cas (Graphique 7 et 8).

TCA normal
71.05%

TCA allongé
28.95%

Graphigue 7 : Répartition des patients selon le résultat du TCA.
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Graphigue 8 : Répartition des patients selon le ratio TCA.
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1.2. Mise en évidence d’un inhibiteur : Test de mélange :

Le test de mélange a été réalisé chez tous les patients avec un TCA allongé lors de I'étape
de dépistage ce qui représente 28,95%, tandis qu'il n'a pas été réalisé chez 27 de nos patients,

ce qui représente 71,05%.

Nous avons calculé l'indice de Rosner (IR) chez les patients qui ont bénéficié d'un test de
mélange, nous avons remarqué que 7 patients avaient un IR supérieur a 15% soit 63,64% et que

4 patients avaient un IR inférieur a 12% soit 36,36% (Graphique 9).

100,

80 ;

60 .

Les cas (%)

40 |

20 .

0
IR>15% IR<12%

Graphique 9 : Répartition selon le résultat de I'indice de Rosner (IR).

1.3. Test de neutralisation :

Chez les patients de notre série, le test de neutralisation n'a pas été réalisé.
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2. Exploration de la voie extrinségue de la coaqulation :

2.1. Test de dépistage : Temps de Quick (TOQ) :

Le temps de Quick était allongé chez 7 patients, ce qui représente 18,43%. Alors que 31

patients avaient un TQ normal soit 81,57% de la population totale (Graphique 10).

TQ Allongé
18.43%

TQ Normal
81.57%

Graphique 10 : Répartition des patients selon le résultat du TQ.
2.2. Temps de Thromboplastine Diluée (TTD) :

Il convient de souligner que le temps de thromboplastine diluée n'a pas été effectué chez

les patients inclus dans cette étude.

3. Exploration de la voie commune de la coagulation :

3.1. dRVVT screen :

Nous avons effectué le test dRVVTs chez tous les patients de notre série, ou 97,36% des

cas ont donné un résultat positif (supérieur a la valeur normale du témoin 30 Secondes).
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Graphigue 11 : Répartition des résultats de dRVVTs.
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3.2. Ratio dRVVTs:

Le ratio dRVVTs était positif (>1,2) chez 34 patients soit 89,48% de la population totale,

alors que 4 patients présentaient une valeur inférieure a 1,2 (Graphique 11).
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Graphigue 12 : Répartition des résultats du ratio dRVVTs.

3.3. dRVVT confirm:

Le test dRVVTc a été réalisé chez tous les patients, avec un résultat positif chez 94,73%

des cas (Graphique 12).
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Graphigue 13 : Répartition selon les résultats de dRVVTc.
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3.4. Ratio dRVVTc:

Le ratio dRVVTc était calculé, ou une valeur > 1,20 était retrouvée chez 21 patients, soit

55,26% de la population totale (Graphique 13).
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Graphiqgue 14 : Répartition des résultats du ratio dRVVTc.

3.5. Calcul du ratio normalisé :

Le ratio normalisé était calculé chez les patients qui avaient bénéficié du dRVVT screen et
confirm selon la formule suivante : ratio normalisé= ratio screen/ratio confirm. |l était positif (

>1,2) chez 71,05% des cas.
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Graphigue 15 : Répartition selon le ratio normalisé.
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4, Détection des ACC chez les patients sous anticoagulants :

Dans notre étude, nous avons réalisé une recherche des ACC chez des patients sous
anticoagulant. Deux patients ont été traités avec de I'héparine de bas poids moléculaire (HBPM),
la détection des ACC a révélé que seul un patient a présenté un résultat positif (Graphique 16).
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Graphigue 16 : Résultats du ratio TCA et du ratio normalisé (dRVVT) chez les patients sous
HBPM.

Dans notre série, 5 patients ont été traités avec les AVK. L’anticoagulant circulant lupique
a été confirmé chez 4 patients (3 avec un INR <1,5 et un avec INR=1,99), tandis qu'il a été
négatif chez un seul patient avec un INR =2,6.
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Graphigue 17: Résultats du ratio TCA et du ratio normalisé (dRVVT) par rapport a la valeur de

I’INR dans les échantillons des patients sous AVK.
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Trois patients ont été sous anticoagulants oraux directs AOD (deux sous Rivaroxaban et
un sous Apixaban). Les trois patients ont été testés positifs pour I'anticoagulant circulant

lupique (Graphique 18).
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Graphigue 18 : Résultats du ratio TCA et du ratio normalisé (dRVVT) chez les patients sous

anticoagulant oraux directs (AOD).
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V. Pourcentage de détection de I’ACC par les tests :

1. TCA :

Dans notre étude, 7 patients avaient un TCA allongé et un IR >15%. Parmi ces patients, 3
présentaient un IR >15% et un ratio normalisé du dRVVT positif, tandis que 4 présentaient une

association entre un IR >15%, un TQ allongé et un ratio normalisé du dRVVT positif.

2. Temps de quick :

Dans notre population, 7 patients avaient un TQ allongé. Parmi ces patients, 3
présentaient un TQ allongé et un ratio normalisé du dRVVT positif, tandis que 4 présentaient une

association entre un TQ allongé, un IR >15% et un ratio normalisé du dRVVT positif.
3. dRVVT :

Dans notre étude, 27 patients avaient un ratio normalisé du dRVVT positif, Parmi ces
patients, 3 présentaient un ratio normalisé du dRVVT positif et IR >15%, 3 présentaient un ratio
normalisé du dRVVT positif et un allongement du TQ, tandis que 4 présentaient une association
entre un ratio normalisé du dRVVT positif, un IR >15% et un TQ allongé. Le reste (17 patients)
avait une positivité seule du ratio normalisé du dRVVT.

Tableau lll : Pourcentage de détection des ACC par les tests d’hémostase.

Le test utilisé pour la
détection de I’ACC

Le pourcentage de détection
de I’ACC dans la population

Le pourcentage de détection
de I'ACC dans la sous

totale population ACC positif
TQ seul 0% 0%
TCA seul 0% 0%
dRVVT seul 44,74% 62,96%
TQ + TCA 0% 0%
TQ + dRVVT 7,89% 11,11%
TCA + dRVT 7,90% 11,11%
TQ + TCA +dRWVT 10,52% 14,82%
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Au total, 38 cas ont été inclus dans cette étude. La positivité des ACC a été confirmée

chez 27 patients soit 71,05%.

Sur les 21 femmes, la positivité des ACC a été observée chez 12 patientes et 9 étaient

négatives.

Sur les 17 hommes, la positivité des ACC a été observée chez 15 patients et 2 étaient

négatifs.

Un test de contrble aprés 12 semaines d'intervalle a été demandé pour les patients avec
un anticoagulant circulant lupique positif, les résultas de ce test ont confirmé la présence de

I'ACC chez tous les patients.

ACC positif
71.05%

ACC negatif
28.95%

Graphigue 19 : Répartition des patients selon la positivité des ACC.
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VI. Recherche d’une coagulopathie associée :

La recherche d’une anomalie de coagulation associée a été réalisée chez les patients avec
un résultat d’ACC positif. Parmi les 27 patients 4 avaient des coagulopathies associées, soit

14,81%.

Le déficit en protéine C a été retrouvé chez 11,11%, la mutation du facteur V leiden chez
7,4%, le déficit en antithrombine chez 3,7%, le déficit en protéine S chez 3,7% et la mutation du

facteur Il chez 3,7%.

11.11%
I Déficit en protéine C
3.7% [ Déficit en protéine S

I Vutation du facteur cing
7.4% :
~x /0 Mutation du facteur deux

3.7% B Déficit en antithrombine
3.7%

85.19%

I ACC Positif Associé a une Coagulopathie
[ ACC Positif Non-Associé & une Coagulopathie

Graphigue 20 : Répartition selon les coagulopathies associées chez la population ACC positif.
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Partie | : Rappels :

l. Rappels physiologiques sur I’hémostase :

1. Introduction :

Toute atteinte a I'intégrité du systéme vasculaire entrainant une perte de sang déclenche
une série de processus cellulaires et biochimiques qui aboutissent au colmatage de la breche et
au controle de I'némorragie. L'hémostase englobe tous ces mécanismes physiologiques et
implique plusieurs étapes complexes et interdépendantes qui doivent étre isolées a des fins

descriptives :

> Hémostase primaire : Premiére étape d’urgence du contréle hémorragique, conduisant au

thrombus plaquettaire en une durée de 3 a 5 minutes.

> Hémostase secondaire ou coagulation plasmatique : Sa fonction est de consolider le

thrombus plaquettaire en créant un réseau protéique de fibrine en 5 a 10 minutes.

> Fibrinolyse : Assurant secondairement la dégradation enzymatique de la masse

fibrinoplaquettaire a I'issue de la réparation vasculaire dans un délai de 48 a 72 heures.

Tous ces processus sont étroitement régulés par la mise en ceuvre d'un systéme tres
complexe d'activateurs et d'inhibiteurs, ce qui permet a I'hémostase de se développer sur le site

de la lésion vasculaire sans extension a distance [5].

2. Hémostase primaire [5]:

Il s'agit de I'ensemble des mécanismes physiologiques qui conduisent a I'occlusion
initiale de la bréche vasculaire et aux premieres étapes de sa réparation. Le bouchon plaquettaire
ou thrombus blanc est le produit final de I'hémostase primaire, qui est ensuite consolidée par la

mise en ceuvre des processus de coagulation.
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Quatre acteurs principaux dominent cette phase qui sont les composants de la paroi
vasculaire, les plaquettes sanguines, et les deux protéines plasmatiques fibrinogéne et le facteur

de von Willebrand (VWF).

2.1. Acteurs de ’hémostase primaire [5] :

a. La paroi vasculaire :

La composition anatomique des vaisseaux sanguins est constituée de plusieurs couches
cellulaires et non cellulaires qui varient en fonction du type et de la taille du vaisseau. On
retrouve, de dedans en dehors, la monocouche de cellules endothéliales, les cellules musculaires
lisses et la couche externe de tissu conjonctif ou adventice (Fig.2). La propriété fondamentale de
la paroi vasculaire, qui sous-tend I’équilibre physiologique des mécanismes de I’hémostase, est
I’hémocompatibilité de la cellule endothéliale au repos qui est donc thromborésistante en
empéchant I'activation du systéme de la coagulation. En revanche, la cellule endothéliale activée

et surtout les structures sous endothéliales sont hautement thrombogeénes.

Toute atteinte a l'intégrité de la couche endothéliale expose les structures sous-
endothéliales directement au sang circulant, entrainant une hémostase primaire et une

coagulation, qui aboutissent a leur tour a la formation d'un thrombus.

’)3,\ “::\ .. _i

v, & * t Sang circulant

‘.,— PR

Intima
(cellules endothéliales)

- Média
(cellules musculaires lisses)

<« Adventice
(fibroblastes)

Figure 2 : Structure et composition de la paroi vasculaire [6].
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>  Les cellules endothéliales : Elles tapissent la surface interne de la lumiére vasculaire et sont

disposées en une monocouche de cellules cohésives dont les propriétés sont nombreuses
et varient en fonction de leur état d'activation : elles peuvent moduler la thrombose,
produire des protéines et réguler sélectivement les échanges entre le sang et le milieu
intérieur. Les cellules endothéliales s'attachent a une couche de macromolécules qu'elles
synthétisent elles—-mémes et qui sont hautement thrombogenes : collagene, fibronectine,

laminine, VWF et glycosaminoglycanes.

La thromborésistance de la surface interne de la cellule endothéliale est assurée par des
propriétés actives et passives, notamment la charge ionique négative de la membrane,
I’lagencement antiadhésif des protéines de surface, la production locale de médiateurs

antiagrégants plaquettaires, d'inhibiteurs de la coagulation et d'activateurs de la fibrinolyse.

La thrombogénicité de la cellule endothéliale s'exprime par la modulation de ses
propriétés induites par divers médiateurs activateurs, tels que les endotoxines bactériennes, les
cytokines pro-inflammatoires (interleukine [IL-1], facteur de nécrose tumorale [TNF] et la
thrombine. Les cellules endothéliales activées expriment des protéines prothrombotiques
(phospholipides, facteur tissulaire...) a la surface de leur membrane, déclenchant ainsi

I'adhésion/l'agrégation des plaquettes ou des réactions de coagulation.

La cellule endothéliale présente également une activité métabolique importante,
conduisant a la production de multiples molécules impliquées dans I'hémostase : Le collagéne,
une des principales protéines prothrombogéne, le facteur tissulaire qui est un récepteur du
facteur VII, initiant la voie extrinseque de la coagulation, la thrombomoduline qui active la
protéine C, inhibiteur de la coagulation sanguine en présence de thrombine, les protéines
vasoactives telles que le monoxyde d’azote (NO) un vasodilatateur ou I’endothéline un
vasoconstricteur et les protéines qui modulent a la fois l'activité plaquettaire et la fonction
vasomotrice, comme la prostacycline (PGI2), antiplaquettaire et vasodilatatrice, ou le

thromboxane A2 (TXA2), proplaquettaire et vasoconstricteur.
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> Les cellules musculaires lisses : Elles régulent le tonus vasomoteur par l'intermédiaire du

systéme nerveux autonome et des médiateurs chimiques vasoactifs synthétisés par la
cellule endothéliale, tels que le NO et I'endothéline. Leur prolifération dépend de facteurs
de croissance endothéliaux (facteur de croissance dérivé des plaquettes [PDGF], facteur

de croissance des fibroblastes [FGF] et sérotonine).
b. Plaquettes [5] :

Les plaquettes, également appelées thrombocytes, possédent une structure unique

adaptée a leurs fonctions primaires d'adhésion a I'endothélium et d'auto-agrégation (Fig.3) :
e Membrane cytoplasmique riche en glycoprotéines fonctionnelles.
e Systeme membranaire complexe intracytoplasmique.
e Systeme microtubulaire et microfibrillaire.

. Systéme de granulations intracytoplasmiques.

Glycogen
Microtubules Dense granules
\ v L () ..
Membrane [N L7

: Mitochondrion
. N\

\ 3 .
CannalicuK

Lysosomal granules

Metabolites

a-granules

Figure 3 : Représentation schématigue d’une plaquette [7].
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La membrane plaquettaire est classiquement constituée, comme toute membrane
cellulaire, d’une double couche lipidique au sein de laquelle viennent s’arrimer des
glycoprotéines hydrophobes riches en acide sialique déterminant la charge négative. Les
phospholipides constituent 80% des lipides membranaires et sont polarisés au niveau du feuillet
interne lorsque la plaquette est au repos. A I’état d'activation plaquettaire, les phospholipides
sont exposés sur la face externe de la membrane, en contact avec les composants plasmatiques,
assurant ainsi leur fonction pro-coagulante. Les glycoprotéines ancrées dans la membrane
jouent un réle de récepteur en transmettant des signaux a des structures cytoplasmiques,
contractiles ou sécrétoires. Les glycoprotéines les plus connues sont le complexe gplb/IX, un
récepteur du VWF qui assure I'adhésion des plaquettes a I'endothélium, et le complexe gplib/llla,

un récepteur du fibrinogene impliqué dans l'agrégation plaquettaire.

Un systéme membranaire complexe intracytoplasmique caractérise la cellule plaquettaire
et ses fonctions de sécrétion. Le systéme canaliculaire ouvert est un réseau membranaire
constitué a partir d’invaginations de la membrane plasmique, dont le role est de permettre le
déversement et le stockage des substances des granulations plaquettaires. Le systéme tubulaire
dense n’est pas ouvert sur I'extérieur et consiste en un lieu de stockage du Ca++ utilisé par les
structures contractiles. Les microtubules et les microfibrilles représentent I’'appareil contractile
de la cellule plaquettaire, ils assurent le maintien de sa forme discoide au repos et ses
mouvements et changements de forme caractérisant son état d’activation, par le biais des deux

principales protéines contractiles qui sont I’actine et la myosine.

Trois types de granules intracytoplasmiques sont individualisables, dont le role réside

dans le stockage de nombreuses substances spécifiques a chacune d’entre elles :

. Les granules alpha sont les plus abondants et sont mis en évidence par leur teinte
azurophile en coloration par le May-Grinwald Giemsa en microscopie optique. lls
contiennent des facteurs de la coagulation et des cytokines (PDGF, transforming growth

factor [TGF], epidermal growth factor [EGF]...).
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Les granules denses sont les moins nombreux, de I'ordre de 5 a 10 par cellule,
individualisables en microscopie électronique, ils contiennent des substances
proagrégantes et vasoactives (adénosine diphosphate [ADP], adénosine triphosphate

[ATP], sérotonine, histamine, Ca++...).

Les lysosomes, enfin, sont le lieu de stockage de diverses enzymes a activité

antibactérienne ou protéolytique (phosphatase acide, protéase, collagénase...).

c. Facteur von Willebrand :

Il s’agit d’'une protéine synthétisée a la fois par les cellules endothéliales et par les

mégacaryocytes. Son précurseur est un monomere de 2050 acides aminés d’un poids

moléculaire de 270 kDa qui se polymérise secondairement en VWF de haut poids moléculaire

pour étre stocké par la cellule endothéliale, au sein des corps de Weibel-Palade, ou par les

plaquettes, au sein des granules a, avant d’étre libéré dans la circulation (Fig.4). Son role est

il permet l'adhésion des plaquettes aux cellules endothéliales activées ou sous -

endothélium par l'intermédiaire de son récepteur plaquettaire, la gplb/IX. En outre, le FVW

fonctionne comme une protéine de transport pour le facteur de coagulation VI, également

connu sous le nom de facteur antihémophilique A.

Pré-pro-VWF N CTS c

N N Reticulum
_—— endoplasmique
Dimeére de pro-VWF
C

C

Multimere de pro-VWF .

Golgi

Multimére de VWF Corps
Weibel-Palade

(J Peptide signal
O Polypeptide

Figure 4 : Représentation schématique de la biosynthése du VWF dans la cellule endothéliale

[8].
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d. Fibrinogéne :

Il s'agit d'une protéine soluble synthétisée par le foie, qui est le substrat final de la
coagulation transformé en fibrine insoluble par la thrombine. En outre, le fibrinogéne joue un
role crucial dans I'hémostase primaire en fournissant des ponts moléculaires inter-plaquettaires

qui conduisent a des agrégats plaquettaires [5].

Fibrinogen

¥ chain

........

knot

D domain E domain D domain

M Fibrinopeptide A
O Fibrinopeptide B
{/ Oligosaccharide side chain

Figure 5 : Schéma du fibrinogéne [9].

2.2. Différentes étapes de I’hémostase primaire :

a. Vasoconstriction (temps vasculaire) :

Elle constitue la réponse immédiate a toute lésion vasculaire et est en grande partie
secondaire a un réflexe neurogene du systeme sympathique [10], renforcé par la sécrétion locale
de facteurs tels que I'endothéline, un puissant vasoconstricteur synthétisé par I'endothélium. En
réduisant le flux sanguin, la vasoconstriction diminue les pertes sanguines pendant une courte
période. Ce phénomene est plus marqué dans les petits vaisseaux de la microcirculation car les
microvaisseaux (artérioles de moins de 100 um de diameétre) sont régulés par des substances
chimiques présentes dans la circulation, comme certains produits métaboliques ou médiateurs
neurogénes (NO, prostaglandines, sérotonine).

Cependant, il semble que le réle de la vasoconstriction dans I'némostase ait été surestimé
pendant une longue période. En revanche, dans les vaisseaux de moyen et gros calibre, la

vasoconstriction est faible et I'écoulement du sang suit les lois de la dynamique des fluides.
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b. Formation du thrombus blanc (temps plaguettaire) :

La vasoconstriction est suivie rapidement par I'obturation de la plaie vasculaire par un
thrombus plaquettaire peu compact, le thrombus blanc ou clou plaguettaire de Hayem. Sa

formation comporte trois phases successives (Fig.9).

> Adhésion plaguettaire : Les plaquettes adherent au collagéne exposé et a la matrice

extracellulaire sous-endothéliale du tissu conjonctif sur les bords de la lIésion vasculaire
en présence d'un cofacteur, le facteur von Willebrand (VWF), cette protéine forme un pont
moléculaire entre le collagéne exposé et le récepteur de diverses glycoprotéines (GP)
situées a la surface des plaquettes activées. Les GPs plaquettaires sont des complexes
phospholipidiques, tels que GPIb-IX-V et GPllb-llla, qui jouent un role crucial dans la
coagulation intrinséque car ils possedent des sites de liaison pour le calcium et les
facteurs plasmatiques. Les plaquettes forment initialement une monocouche recouvrant
la breche vasculaire et leur activation se produit en quelques secondes (10 a 20 s).
L'adhésion plaquettaire est un processus transitoire et réversible, par lequel les
plaquettes peuvent se déplacer lentement le long des bords de la plaie et finir par se
détacher si elles ne sont pas activées. D'autres interactions contribuent également au
processus d'adhésion, comme la liaison entre le récepteur plaquettaire du collagene
GPla-lla/VI et les fibrilles de collagéne sous-endothéliales, en particulier lorsque le flux

sanguin est faible, comme dans les capillaires [11] (Fig.6).

GPlib/lla
Platelets bind to VWF
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~-JJ'J M LD
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Figure 6 : Adhésion plaquettaire [12].
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>  Activation plaguettaire : Elle conduit a I'expression des récepteurs GP situés a la surface de

la membrane de la plaque et a la libération du contenu des granules de sécrétion
(facteurs de croissance, protéines adhérentes, etc.) et a la synthese du thromboxane A2
(TxA2) a partir de l'acide arachidonique de la membrane plasmique de la plaque. Ce
dernier est l'une des principales enzymes du processus inflammatoire et un puissant
vasoconstricteur qui stimule localement la libération du contenu des cellules de la plaque.
L'activation des plaques renforce la vasoconstriction locale et favorise l'activation des
plaques circulantes adhérant les unes aux autres. Puis survient la phase d'agrégation
plaquettaire. Le TGF-B (Transforming Growth Factor B) sécrété par les plaquettes attire
les monocytes circulants sur la zone lésée, les active et controle donc la réponse
inflammatoire. Les monocytes activés se transforment en macrophages qui assurent

I'élimination des bactéries et la détersion de la plaque [13].

Un autre phénomeéne essentiel se déroulant au cours de la phase d’activation
plaquettaire est le phénomeéne de « flip-flop » membranaire, permettant aux structures internes
de la membrane de se repositionner vers I’extérieur en contact avec le plasma. Cette
modification permet aux phospholipides chargés négativement, et notamment Ila
phosphatidylsérine, de s’extérioriser et de devenir disponibles pour la fixation des facteurs de la
coagulation vitamine K-dépendants, amplifiant considérablement les processus enzymatiques de

la cascade de la coagulation [5].

GPlib/illa
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Figure 7 : Activation plaquettaire [12].
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> Agrégation plaguettaire : Les plaquettes peuvent étre activées par diverses substances,

telles que I'adénosine diphosphate (ADP), I'adrénaline, la thrombine produite pendant la
coagulation, le collagene, le TxA2, et méme par la liaison au VWF par l'intermédiaire de
GPIb-IX-V. L'activation des plaquettes active a son tour les récepteurs GPllb-llla, ce qui
entraine une adhésion permanente entre les plaquettes et le complexe VWF-collagéne. A
ce stade, les plaquettes subissent une métamorphose visqueuse qui entraine une
agrégation réversible suite a la libération d'ADP et de TxA2. Par la suite, I'agrégation
devient irréversible sous l'effet de la thrombine plaquettaire et plasmatique. L'activation
des récepteurs GPllb-llla est responsable de cette agrégation, leur activation permettant
I'agrégation des plaquettes. Le fibrinogene forme alors un pont moléculaire entre deux
récepteurs GPllb-llla [14]. Les plaquettes ont également la capacité de se contracter. Cela
leur permet de libérer des quantités importantes d'actine et de myosine qui stimulent la
vasoconstriction et favorisent la fusion des plaquettes. Pendant ce temps, la thrombine
convertit le fibrinogene en fibrine dans le thrombus blanc et la zone voisine : il s'agit

d'une hémostase secondaire qui renforce encore le thrombus blanc.

Figure 8 : Agrégation plaguettaire [12].
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Figure 9 : Phases successives de la formation du thrombus blanc : adhésion, activation et

agrégation [15].

3. Coagulation (Hémostase secondaire) :

La coagulation est I’ensemble des réactions enzymatiques conduisant a transformer le

plasma en un gel constitué essentiellement de fibrine. La thrombine est ’enzyme clé qui clive le

fibrinogene en fibrine visant a consolider le caillot formé lors de I’hémostase primaire. La

coagulation se déroule autour du thrombus blanc pour le stabiliser et le consolider, et de

nombreux facteurs interviennent dans la cascade de la coagulation. Elle peut suivre deux voies :

extrinséque et intrinseque. Ces deux voies sont I'objet d’examens spécifiques in vitro, et il

existe des interconnexions entre elles.
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3.1. Facteurs de coagulation :

On entend par facteurs de la coagulation des protéines plasmatiques participant au

processus de la coagulation et dont on distingue trois groupes différents [5]:
> Les protéines a activité enzymatique
> Les protéines dénuées d’activité enzymatique mais servant de cofacteurs
> Les protéines ayant un rdle de substrat

La majorité des facteurs de coagulation sont des précurseurs d’enzymes protéolytiques
appelées zymogeénes qui circulent sous une forme inactive. L'activation de chaque zymogéne est
indiquée par le suffixe de la lettre « a » au chiffre romain identifiant ce zymogeéne particulier. La
plupart des procoagulants et anticoagulants sont synthétisés par le foie, a I'exception des

facteurs Ill, IV et VIII.

La nomenclature des protéines de coagulation est assez complexe. Les 4 premiers des 12
facteurs initialement identifiés sont désignés par leurs noms communs, a savoir le fibrinogene,
la prothrombine, le facteur tissulaire (TF) et le calcium, et ne recoivent pas de chiffres romains.
FVI n’existe plus. Les facteurs de coagulation récemment découverts, tels que la prékallicréine et
le kininogéne de haut poids moléculaire n'ont pas recu de chiffres romains. Certains facteurs
portent plusieurs noms. Les facteurs V et VIl sont également appelés facteurs labiles car leur

activité coagulante n'est pas durable dans le sang stocké.

Les facteurs de la coagulation sont synthétisés par les hépatocytes, et une insuffisance
hépatocellulaire sévere entraine une diminution globale des facteurs de coagulation en raison
d'un défaut de production. Il est essentiel de bien comprendre que chaque facteur de la
coagulation est défini par son activité coagulante évaluée par des tests in vitro de la coagulation,
et par son activité antigénique évaluée par la quantification de la protéine. Un défaut fonctionnel
est marqué par une diminution de I'activité coagulante tout en conservant l'activité antigénique

[5].
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Tableau IV: Facteurs de la coagulation[16].

Maszze Concentrafion| Demi-vie
Protéines de la coagulation moléculaire | Fonction | plasmatigune |plasmatigue

(EDa) (mgm ()
Facteurs de la ulation -
I (fibrincpene) o 340 Sabstrat :_4'1_E* 120
I1 (prothroms bine)® 72 Zymogens 100-150 &0
W (ProacceleTine) ) o
VII (Proconvertine)*VIIFacteur] 330 Cafactear 5-10 74

o s Lymopens 0.35-0.6
al_:ltl.l'.l:m.'.'.‘-]?:lJ.l.:_u.l: Al S0 Cofactenr 0.1.0.2 IS
XK (Factenr Staart)® 330 L o 12X
I3 (Facteur antihém ophiligue B} 59 Zymopens -1 48
X1 {Facteur Rosenthal) 57 Zymogens = 24
XMII (Facteur Hapem an) 150 Zymogens f_ﬁ 60
XTI (factenr stabilizant de la 20 Zymogens 30-40 &0
Obrine .
Pediathkodine spp | Zymeseme | 2040 240
Kininogéne de haut poids 25 Zymogene =520 35
m oléculaire 100 Cofactear G020 150
Facteur izsulaire™* _
47 Cofactenr - i

= Synthése vitamine K dépendante.
®k » Facteur tissulaire n'est pas une protéine plasmatique mais
une protéine membranaire.

a. Précurseurs enzymatigues :

Les facteurs vitamine K-dépendants Fll, FVII, FIX et FX et les facteurs contacts FXI, FXII et
prékallicréine, sont des précurseurs enzymatiques inactifs qui circulent dans le plasma ou pro-
enzymes. lls possedent un site actif protéolytique dans la région C terminale, qui est masqué
jusqu'a ce que la molécule soit activée. Ce domaine catalytique est caractérisé par une séquence
précise d'acides aminés, dont un résidu sérine dans une conformation spatiale particuliére, d'ou
leur nom de sérine protéases. L’activation consiste en une hydrolyse partielle de la molécule
démasquant le site sérine-protéase. Le facteur activé a ainsi la capacité d’activer par hydrolyse

un autre facteur dans une véritable cascade enzymatique.
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La vitamine K est nécessaire a l'acquisition des propriétés fonctionnelles des facteurs II,
VII, IX et X dépendant de la vitamine K. Le role de la vitamine K est de carboxyler les résidus
d'acide glutamique de la partie N-terminale de la chaine polypeptidique. La carboxylation est
nécessaire a la fixation du calcium, véritable pont entre la chaine polypeptidique et la surface
phospholipidique plaquettaire ou tissulaire. En I'absence de vitamine K, le foie libere des facteurs
décarboxylés dont I'activité est trés faible. La fixation des sérines protéases pro-coagulantes a la
surface des phospholipides offre trois types d'avantages au processus de coagulation : une
augmentation de la concentration qui accélére les interactions entre les différents facteurs, une
restriction locale de [l'activation de la coagulation et une protection des enzymes pro-

coagulantes contre les inhibiteurs de la coagulation circulants.

Les facteurs de contact (facteurs Xl, XlI, prékallikréine), dont la synthése est indépendante
de la vitamine K, sont principalement définis par leur réle dans la coagulation plasmatique in
vitro. Leur activation est déclenchée par le contact avec une surface non mouillable (comme les
tubes de verre) ou chargée négativement (comme le sous-endothélium). Leur role dans
I'hnémostase physiologique semble mineur, et si leur déficit congénital perturbe fortement les

tests de coagulation, les individus atteints ne présentent pas de manifestations hémorragiques.

En revanche, les facteurs de contact participent aux processus de fibrinolyse et

d'inflammation, tous deux étroitement liés au systeme de coagulation.

b. Cofacteurs :

Les facteurs V et VIIl sont dépourvus d'activité enzymatique mais accélerent les réactions
entre une enzyme et son substrat, d'ou leur nom de cofacteurs. La thrombine (Va et Vllla) les
active en hydrolysant partiellement leurs molécules, exposant ainsi les sites de liaison du
cofacteur a lI'enzyme et a son substrat. Les facteurs Va et Vllla ont pour role de renforcer les
interactions enzymatiques et participent a deux complexes enzymatiques de la cascade de la

coagulation, a savoir le complexe ténase (VIlla) et le complexe prothrombinase (Va).
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c. Substrat :

Le fibrinogéne est le troisieme type de facteur de coagulation, fonctionnant comme un
substrat sans activité enzymatique ou catalytique inhérente. Il sert de substrat ultime de la
coagulation et est hydrolysé par la thrombine, qui le convertit ensuite en chaines de fibrine
insolubles. Le facteur Xlll, ou facteur de stabilisation de la fibrine, renforce la cohésion des
molécules de fibrine en créant des liaisons covalentes intermoléculaires, ce qui permet d'obtenir

un réseau de fibrine plus stable et plus solide.

3.2. Inhibiteurs physiologigues de la coagulation :

Un systeme physiologique trés complexe régule la coagulation pour limiter I'extension
locale du caillot et empécher la diffusion a distance de la formation de fibrine. L’endothélium
sain libere des facteurs anticoagulants comme la prostacycline et le NO. La prostacycline ou
prostaglandine 12 (PGI2) interagit avec le TxA2 pour moduler la fonction plaquettaire. A I’état
normal, elle prévient 'agrégation plaquettaire intravasculaire, apres une lésion tissulaire, elle
favorise la formation du thrombus. Il existe d’autres systéemes qui bloguent la formation du
caillot ou assurent sa dissolution. Classiqguement on décrit trois systémes anticoagulants

naturels (Fig.10) :

e Le premier agit des la phase d’initiation de la voie extrinseque : I'inhibiteur du facteur

tissulaire (TFPI) [17].

e Le deuxieme est déclenché par la thrombine qui, en se fixant sur le récepteur de la
thrombomoduline de la cellule endothéliale, active la protéine C. Cette derniéere, avec la
participation d’un cofacteur, la protéine S, inhibe les facteurs Va et Vllla. Les protéines C

et S sont toutes les deux vitamines K-dépendantes.

e Le troisieme repose sur l'antithrombine circulante qui, lorsqu’elle est activée par
I’héparine, inhibe la thrombine et plusieurs autres facteurs de la coagulation comme les
facteurs IXa, Xa, Xla.... L’antithrombine lll est aussi un puissant inhibiteur de ’agrégation

plaguettaire [18].
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Figure 10 : Inhibiteurs physiologiques de la coagulation [19].

a. Antithrombine :

L'antithrombine (AT), anciennement connue sous le nom d'AT, est le principal inhibiteur
de la thrombine. Il s'agit d'un inhibiteur de protéase a sérine qui se lie a la thrombine, aux
facteurs 1Xa, Xa, Xla et Xlla et les inactive. L'activité enzymatique de I'AT est renforcée en
présence d'héparine. Cependant, la concentration plasmatique de I'héparine est faible et ne
contribue pas de maniére significative a I'activation in vivo de I'AT. L'AT est activée par la liaison
du sulfate d'héparine présent a la surface des cellules endothéliales. L'AT lie les facteurs de
coagulation dans un rapport de 1:1 et ce complexe est éliminé par les cellules réticulo-
endothéliales. Les autres inhibiteurs de la thrombine sont le cofacteur Il de I'héparine, I'2-

macroglobuline et I';x1-antitrypsine [19].

b. Systeme de la protéine C (PC) et protéine S (PS) :

C’est le systéme inhibiteur des cofacteurs. L'activité coagulante des complexes ténase et
prothrombinase dépend des cofacteurs FVllla et FVa, respectivement. La protéine C activée (APC),
en complexe avec la protéine S, entraine l'inactivation protéolytique du FVllla et du FVa,
supprimant ainsi les actions de la ténase et de la prothrombinase. La protéine C est un facteur
anticoagulant présentant une forte homologie avec les facteurs pro-coagulants dépendants de la
vitamine K. Pour un controle anticoagulant complet, elle doit étre clivée en APC et se lier a son

cofacteur, la protéine S, qui est également une protéine dépendante de la vitamine K.
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c. Inhibiteur du complexe facteur tissulaire —=FVI1la (TFPI) :

L'inhibiteur de la voie du facteur tissulaire (TFPI) est une protéine anticoagulante a
épissage alternatif présente dans le plasma, les plaquettes et la matrice extracellulaire, ainsi qu'a
la surface des cellules endothéliales, les monocytes et les macrophages. Il s'agit d'un inhibiteur
de protéase a sérine multifonctionnel de type Kunitz qui agit a plusieurs étapes de la cascade de
la coagulation sanguine. Le TFPI inhibe principalement l'initiation de la coagulation, en atténuant
les stimuli procoagulants avant que la thrombine ne soit générée [20]. Il se fixe sur le complexe

(FT-VIlla) et inhibe sa capacité a activer le facteur X.

Deux isoformes principales de TFPI: TFPIx, qui contient 3 domaines inhibiteurs de type
Kunitz (K1, K2, K3) et une extrémité C chargée positivement et TFPIB, qui contient les domaines
K1 et K2 de TFPlx, suivis d'une extrémité C unique Les domaines K1 et K2 lient et inhibent
respectivement le FVlla et le FXa, tandis que le domaine K3 n'a pas de fonction inhibitrice connue

[21] (Fig.11).

Figure 11 : Mécanismes d'inhibition de la réaction initiale de la coagulation sanguine par le TFPI

a la surface des cellules [17].
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3.3. Déroulement de processus de coaqgulation :

La théorie traditionnelle de la cascade de la coagulation impliquant deux voies distinctes,
I'extrinseque et l'intrinséque, a été remplacée par un modele rénové qui se distingue par trois

étapes : D'abord une initiation, puis une amplification et une propagation [16].

Le déclenchement de la coagulation nécessite plusieurs éléments. Les plaquettes, les
cellules endothéliales et les leucocytes doivent étre activés afin qu'une surface appropriée soit
fournie pour I'adhésion des protéines de coagulation. Ces dernieres doivent étre ancrées a la
surface en proximité géographique afin que l'activation séquentielle de chaque zymogene de
coagulation se produise (la cascade de la coagulation). L'étape ultime est la formation de
thrombine, qui entraine l'agrégation des plaquettes, la formation et la stabilisation de la fibrine
et l'inhibition de la fibrinolyse [22].

a. Invitro:

> Lavoie extrinséque :

Il est activé par le TF, qui est exprimé dans le tissu sous-endothélial. Dans des conditions
physiologiques normales, I'endothélium vasculaire normal minimise le contact entre le TF et les
procoagulants plasmatiques, mais les agressions vasculaires exposent le TF qui lie le facteur Vlla

et le calcium pour favoriser la conversion du facteur X en Xa [23].

> Lavoie intrinséque :

La voie intrinséque, ou coagulation endogéne, est initiée par I'activation du facteur XiII,
facteur contact ou facteur Hageman, qui s’active au contact de certaines surfaces comme celles
du collagéne... et du verre d’ou la coagulation spontanée du sang dans les tubes en verre. Le
facteur Xlla active le facteur Xl en présence d’un cofacteur, le high-molecular-weight-kininogen
(HMWK), en facteur Xla. Le facteur Xla active le facteur IX, et le facteur IXa le facteur X en facteur

Xa. Notons que le facteur Vllla participe aussi a ’activation du facteur X.
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> Lavoie commune :

La voie extrinséque et la voie intrinseque agissent toutes les deux sur le facteur X, qui est
a l'origine de la voie commune de la coagulation. Le facteur Xa assure la transformation de la
prothrombine en thrombine qui, par réduction enzymatique, transforme le fibrinogene en
fibrine. La fibrine polymérisée constitue un réseau d’abord instable, puis insoluble apres I’action
du facteur Xlll qui est activé par la fibrine. Ce réseau de fibrine qui emprisonne principalement

des érythrocytes, constitue I’armature du caillot.

Contact activation Intrinsic Extrinsic Injury
(damaged surface) pathway pathway .L
Tissue Factor ’_\
Xl Xlla (TF) Vila Vil
XI Xla \ /
X Xa TF-Vila
X Xa Xa X
Prothrombinase Xl
Prothrombin Sl Thrombin
(i [ mm— (lia) o i
Common Fibrinogen Fibrin l
il L s Formation
Platelet/cell
activation

Figure 12 : Schéma de la coagulation [24].

b. Invivo:

La phase d’initiation, conduit a la génération de faibles traces de thrombine a la surface
de cellules exprimant du facteur tissulaire. La phase d’amplification, aboutit a I’'accumulation de
facteurs activés a la surface des plaquettes. La phase de propagation comporte I’assemblage de
larges complexes enzymatiques a la surface des plaquettes, la génération explosive de fortes

concentrations de thrombine induisant la formation d’un caillot stable.
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>  Phase d’initiation :

La coagulation est initiée par le complexe FT-FVlla. Le FVlla est le seul facteur existant a
I'état de traces dans le plasma. La liaison du FVlla au FT entraine une modification
conformationnelle du FVII, sans libération de peptide d’activation, générant encore du facteur Vii

activé. Le complexe [FT-FVIla] peut activer le FIX et le FX.

L’activation directe du FX est faible car elle est limitée par un inhibiteur appelé tissue
factor pathway inhibitor (TFPI). L’activation du FX par le FIXa est faible aussi car elle nécessite la
présence d’un cofacteur non présent a cette phase : le FVllla. Cette phase d’initiation ne génére
donc que des traces de thrombine. La quantité de thrombine générée ne suffit pas pour produire
la fibrine nécessaire a la constitution du caillot, mais permet le déclenchement de la phase de

propagation de la coagulation [16] (Fig.13).

TF—Wlla—TCa™ -,
1 *
VI, W >’ Initiation
IXa X Phase
Prothrombin Trace Thrombin -
WVilla, "u"é_,

Figure 13 : Phase d’initiation de la coagulation [19].

>  Phase d’amplification :

Les traces de thrombine générées pendant la phase d'initiation permettent une activation
supplémentaire des plaquettes, du facteur V et du facteur Xl. Le facteur Xl est lié a la
glycoprotéine Ib/ IX des plaquettes activées, apres son activation par la thrombine, il active a son
tour le facteur IX. En outre, le facteur IX activé généré précédemment par le complexe facteur
tissulaire-Vlla diffuse également a la surface des plaquettes activées et se lie a la membrane

plaquettaire, le VWF est également lié a la glycoprotéine Ib/IX. Dans le plasma circulant, le VWF
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est dans un complexe avec le facteur VIII, cependant, la thrombine libéere le facteur VIl du VWF et
I'active en facteur Vllla. A la surface des plaquettes, le facteur Vllla se lie au facteur IXa et le
complexe, en présence d'ions calcium, active un facteur X supplémentaire, ce qui déclenche la

phase de propagation de la coagulation [22].

> Phase de propagation :

A la surface des plaquettes, le complexe tenase généere des quantités importantes de FXa.
L’activation du FX en FXa par le complexe tenase est 50 fois supérieure a celle du FX par le
complexe [FT-FVlla]. Le complexe prothrombinase clive la prothrombine en thrombine, mais
apres la phase d’amplification, la présence a la surface des plaquettes de concentrations élevées
de facteurs activés permet la génération explosive de quantités importantes de thrombine
(thrombin burst) qui aura de multiples effets : activation en boucle du facteur XI (FXI), du FVIII et
du FV, activation des plaquettes et surtout protéolyse du fibrinogéne en monomeres de fibrine.
La polymérisation spontanée de ces monomeres crée la trame du réseau de fibrine qui structure

le caillot. Ce caillot est consolidé par I'action du FXIII, lui-méme activé par la thrombine.

— Initiation - Amplification
e
- N

Tissue Factor
bearing cell

Propagation

Figure 14 : Phases de la coagulation [25].
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3.4. Exploration de la coagulation :

a. Respect des étapes pré-analytique, analytique et post-analytique :

>  Etape pré-analytique :

e La prescription de I’analyse : Cette étape fait partie de la phase pré-analytique et

contribue a la qualité de l'analyse, non pas sur le plan technique, mais plutét en
termes de pertinence et de conséquences diagnostiques ou thérapeutiques pour le

patient.

e Le recueil des renseignements cliniques : Les données fournies présentent un intérét

significatif pour le biologiste, notamment l'age, le sexe, le contexte de la demande
(bilan préopératoire, bilan de thrombose, recherche de maladie hémorragique, suivi
du traitement...), et I'état physiologique actuel (grossesse...). Groupe sanguin
(notamment pour les facteurs VIII et Willebrand), pathologies connues (telles que
lupus, hépatite, cirrhose, infections, insuffisance rénale), éventuels antécédents
médicaux personnels et/ou familiaux, traitements coagulants, ou toute autre
information pertinente pour la validation. Toutes les informations médicales

recueillies doivent étre soigneusement documentées afin de garantir la tracabilité.

e Préparation du patient : Les échantillons de sang sont généralement prélevés le

matin, de préférence aprées un jelne. L'alcool, le tabac et le café doivent étre évités,
de méme que l'exercice physique. En effet, I'effort physique entraine une activation
de la coagulation et de la fibrinolyse. De plus, une alimentation riche en lipides peut
interférer avec plusieurs paramétres tels que la réactivité plaquettaire, le taux de
facteur VIl et I'hypofibrinolyse. Le tabagisme stimule I'agrégation plaquettaire et la
fibrinolyse. L'échantillon est prélevé sur un patient assis et au repos pendant cing
minutes. Pour certaines analyses, notamment pour I'étude de la fibrinolyse, il est
recommandé de s'allonger pendant 20 a 30 minutes [26]. Pour les femmes, il faut
éviter de doser le facteur de Willebrand, le facteur VIIlI de la coagulation ainsi que la
protéine S pendant la grossesse, tout résultat anormal pendant la grossesse doit étre

contr6lé a distance (au moins deux mois apres I’accouchement).
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e Méthodes de prélévement : Le prélevement sanguin est généralement effectué par

ponction veineuse directe au pli du coude (veine de grand calibre). Les tubes sous
vide contenant du citrate de sodium (0,105 M) sont actuellement tres utilisés. Le
garrot ne doit étre que légerement serré pour éviter une stase prolongée et doit étre
relaché dans la minute qui suit pour éviter I'activation des cellules endothéliales et de
la cascade de la coagulation. Il est conseillé de jeter les premiers millilitres de sang
prélevé car ils peuvent contenir des débris tissulaires susceptibles d'activer la
coagulation. Si d’autres bilans non destinés a I’hémostase sont a réaliser, il est
recommandé de prélever les tubes d’hémostase en seconde position, mais aussi pas
a la fin car la présence prolongée d’une aiguille dans la paroi endothéliale peut
entrainer une activation de la coagulation par lésion de I’endothélium. Les tubes
prélevés doivent étre correctement remplis et immédiatement agités par quelques
retournements lents. Des gestes sont a proscrire: préléevement a la seringue ;

prélévement sur cathéter, si nécessaire, apres rejet de 5a 10 mL [27].

e Le choix du tube : Le tube utilisé pour les tests d’hémostase sera sous vide, en verre

siliconé ou PET (polyéthylene-téréphtalate). L’anticoagulant sera préférentiellement
du citrate de sodium 0,109 M (recommandé), la concentration a 0,129 M est
cependant considérée comme. Le mélange CTAD (citrate, théophylline, adénosine,
dipyridamole), utile au dosage des héparines non fractionnées et a I’étude des
glycoprotéines membranaires des plaquettes en cytométrie de flux, doit étre
conservé a I’abri de la lumiere. Tout autre anticoagulant est non conforme [28]. Pour
le volume de I’anticoagulant Il est primordial de respecter strictement le rapport 1
volume d’anticoagulant pour 9 volumes de sang total. Il est recommandé que le tube
soit rempli a plus de 90%, et pour un remplissage inférieur a 80%, il faut refuser le

préléevement.
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e |dentification du prélévement : Une grande attention doit étre portée a la procédure ;

la vérification de l'identité du patient et I'étiquetage du tube doivent étre effectués au
moment du préléevement. Il est important de confirmer que le nom et le prénom du
patient correspondent a ceux figurant sur la demande d'analyse et sur 'étiquette qui
sera apposée sur le tube. Les erreurs d'identification sont considérées comme rares,
mais elles sont probablement sous-estimées car elles sont souvent inconnues [29].

e Conditions de transport : Lorsque le préléevement n’est pas effectué au laboratoire,

les tubes doivent étre maintenus en position verticale pour éviter tout contact avec le
bouchon. Il faut éviter les agitations et les vibrations qui peuvent entrainer une
hémolyse.

e Acheminement : Les prélévements doivent étre rapidement acheminés au laboratoire

et traités. L’'idéal est un délai del a 2h sans dépasser 4 h (maximum de 6 h est
accepté pour le temps de Quick), Sinon, il faut séparer par centrifugation le plasma et
le congeler jusqu’au moment de I’analyse. Il est a noter que :

- Certains facteurs de coagulation sont particulierement labiles (notamment les
facteurs V et VIII) et le prélevement doit étre acheminé le plus rapidement possible
sans excéder 3 h.

- En cas de traitement par héparine, ce délai ne doit pas excéder 2 h en milieu citraté
habituel, car I’'héparine peut étre neutralisée par le facteur 4 plaquettaire. Le
prélevement sur tube CTAD rend possible un délai de 4 h entre le moment du
prélévement et I’analyse.

- Les tests fonctionnels plaquettaires sont effectués extemporanément, dans I’heure
qui suit le prélevement, sur un plasma riche en plaquettes. Il faudrait, dans les3 a 4 h
qui suivent le prélevement que I'exploration des fonctions plaquettaires soit
terminée. Pour I'étude des fonctions plaquettaires, un parcours supérieur a 1 h ou 1
h30 tout au plus rend nécessaire le déplacement du patient pour prélevement au

laboratoire d’hémostase.
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1
- Les composants du systéme fibrinolytique sont trés labiles ; I’étude analytique de la
fibrinolyse, en particulier les activateurs, est du ressort de laboratoires spécialisés
qui organisent des conditions rapides et optimales de traitement et de conservation

des échantillons pour les dosages différés [27].

e Température : Les prélevements doivent étre conservés a température ambiante
pendant le transport jusqu’au moment de I|’analyse. Le froid peut entrainer une
altération irréversible des fonctions plaquettaires et une activation de certains
facteurs de coagulation (facteurs VII, VIl et facteur de Willebrand). D’une maniere
générale, il est recommandé pour ces tests de maintenir une température comprise
entre 18 et 22°C et d’éviter le grand froid autant que la chaleur excessive.

e Centrifugation : Centrifuger 2500 g de plasma pendant 15 min a 20°c. Par ailleurs,

une double centrifugation séparée par une décantation du plasma est nécessaire en
cas de recherche de lupus anticoagulant, de recherche d’une résistance a la protéine
C activée et de congélation du plasma pour des dosages différés. Ceci permet
d’assurer un nombre de plaquettes résiduelles inférieur a 10 G/L. Cette décantation
du plasma doit étre faite avec soin, en évitant de se rapprocher du culot mais aussi
de la couche superficielle du plasma qui peut étre riche en débris membranaires.
L’aspiration du plasma doit étre douce pour ne pas mobiliser les plaquettes du culot.

e Congélation—-décongélation : Lorsque les tests doivent étre différés, il faut recourir a

la congélation. Cette derniere s’effectue dans les courts délais dans des tubes en
plastique hermétiquement bouchés, en petits aliquots (500 a1200L) de préférence a
- 70°C (jusqu’a 6 mois), a défaut a - 20°C (pour une durée inférieure a 2 semaines,
acceptable jusqu’a 30 jours). La décongélation doit étre rapide au bain-marie a 37°C
pendant 5 minutes. Une fois décongelé, le plasma doit étre homogénéisé et
immédiatement traité (afin d’éviter I'activation de la coagulation et la diminution des
facteurs labiles V et VIII). Un plasma décongelé ne doit pas étre recongelé, du moins

pour les tests fonctionnels[27].
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>  Etape analytique :

Qui compend des tests analytiques mesurant la quantité et l'activité des molécules mises

en jeu au cours de la coagulation.

>  Etape post-analytigue :

Qui comprend la validation, l'interprétation contextuelle du résultat ainsi que la

communication appropriée du résultat au prescripteur.

Prescription Interpretation Validation
Clinicien
- Préparation du patient Hesultat de l'analyse
= - Methode du prélevement
Prélevement |~ o ube

- Anticoagulant

Phase analytique

Identification du prélévement

F
|
)
- Condition du transport ) - Centrifugation
Transport | - Délai entre prélévement et le test Traitement | - Congélation _ _,/
- Température - Décongélation
| Phase préanalytique === Phase analytique Phase postanalytique ‘

Figure 15 : Représentation du circuit depuis la prescription jusqu’a I’'interprétation de I’analyse

[27].
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b. Tests d’orientation :

Les tests de coagulation consistent a mesurer la vitesse de formation d’un caillot de
fibrine dans diverses conditions. Deux tests simples, automatisables et peu co(iteux, le temps de
céphaline avec activateur (TCA) et le temps de Quick (TQ), font partie des examens de premiere
intention, le TCA explore la voie dite endogéne, et le TQ explore la voie extrinseque, toutes les
deux impliquant également la voie terminale commune (Fig.16). Les dosages des facteurs
spécifiques sont effectués sur la base des résultats des tests précédents afin d'identifier un

déficit isolé [5].
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Figure 16 : Exploration de la coagulation in vitro [5].

>  Exploration de la voie extrinseque : le temps de Quick (TQ) :

C’est le temps de coagulation a 37 °C d’un plasma en présence de thromboplastine
(mélange de facteur tissulaire et de phospholipides) et de calcium, il explore la voie extrinséque
et la voie commune de la coagulation et peut étre exprimé en secondes (TQ), en pourcentage
(taux de prothrombine, ou TP) ou en INR (International normalized ratio, chez les sujets traités
par antivitamine K AVK). Les valeurs normales du TP vont de 70 a 100%, correspondant
généralement a un TQ compris entre 13 et 15 secondes. Quelle que soit I'intervention, il n’y a

pas de risque hémorragique si le TP est supérieur a 60%.
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Le temps de Quick est allongé par les déficits en facteurs VII, X, V, Il et les diminutions

marquées du fibrinogene fonctionnel (< 0,80 g/I) [30].

. Exploration de la voie intrinségue : temps de céphaline avec activateur (TCA) :

Le TCA évalue le temps de coagulation a 37°C du plasma en présence de phospholipides
(céphaline), d'un activateur de la phase de contact (kaolin, acide ellagique, silice ou autre) et de
calcium. Le temps obtenu est exprimé par rapport au temps du plasma témoin, dont la valeur
moyenne varie entre 30 et 40 secondes selon les réactifs utilisés. Le résultat peut également étre
exprimé sous forme de ratio patient/témoin. Lorsque le temps de céphaline avec activateur
(TCA) dépasse 6 a 8 secondes de la valeur de controle ou ratio>1,2 chez I’adulte et ratio >1,3
chez I’enfant, il est considéré comme allongé. Chez les patients sous héparinothérapie non
fractionnée le TCA est 2 a 3 fois celui du témoin. L’allongement du TCA doit étre interprété en
fonction du contexte clinique (notion d’antécédents hémorragiques personnels et/ou familiaux,
existence d’une maladie associée) et des résultats des examens de coagulation effectués
parallelement (TQ, etc). L’allongement du TCA peut étre isolé ou associé a un allongement du
temps de saignement ou a un allongement du TQ. Le TCA explore la voie de la coagulation
déclenchée par le contact (voie dite « endogéne ») et il est donc fonction de la concentration
plasmatique de chacun des facteurs de coagulation impliqués : facteurs de la phase contact
(facteurs XIll, kininogéne de haut poids moléculaire [KHPM], prékallikréine), facteurs XI, IX, VI, X,
V, Il et fibrinogéne. Il n’explore pas les plaquettes qui sont remplacées par la céphaline, ni le

facteur VII. Le TCA est sensible :

- Aux déficits en facteurs « contact » (kininogéne de haut poids moléculaire,
prékallicréine, facteurs Xll, XI), en facteurs IX,VIII, X, V, Il et aux diminutions séveres du

fibrinogene fonctionnel (< 0,80 g/I).
- Ala présence d'héparine non fractionnée.

- Ala présence d'inhibiteurs acquis de la coagulation : anticoagulants circulants.
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e  Temps de thrombine et dosage du fibrinogéne :

Le temps de thrombine est la mesure du temps de coagulation d’un plasma apres apport
d’une quantité connue de thrombine. La vitesse de coagulation est fonction de la quantité et de
la qualité du fibrinogéne et de la présence ou non d’inhibiteurs de la fibrino-formation (héparine
non fractionnée [HNF], produits de dégradation de la fibrine...). Les résultats sont exprimés en
secondes, par référence a un témoin. Une variante de ce test, utilisant des concentrations
élevées de thrombine, permet de mesurer la concentration plasmatique de fibrinogene. Elle est

normalement comprise entre 2 et 4 g/L.

c. Tests de confirmation [30] :

A partir des résultats de ces tests de base, les biologistes peuvent se trouver confrontés
aux anomalies suivantes : Allongement isolé du temps de Quick, allongement isolé du TCA et

allongement du temps de Quick et du TCA.

Allongement isolé du temps de Quick, cette anomalie biologique se rencontre lors de :
insuffisance hépato-cellulaire modérée, hypovitaminose K quelle que soit son origine et

exceptionnellement déficit isolé en facteur VII, constitutionnel ou acquis.

Allongement isolé du temps de céphaline avec activateur, cette anomalie biologique se
rencontre lors de : traitement par héparine non fractionnée, déficit constitutionnel en facteurs
explorés spécifiquement par le TCA (voie endogéne ou intrinseque) : facteurs du systéme contact
(KHPM, PK, XII, XI) ; facteurs IX et VIII et présence d'un inhibiteur acquis de la coagulation, lupus
anticoagulant ou plus rarement anticoagulant circulant spécifique de I'un des facteurs de la voie

endogéne.

Allongement de TQ et de TCA, les étiologies les plus fréquentes sont représentées par :
I'hypovitaminose K thérapeutique (AVK) ou pathologique et l'insuffisance hepato-cellulaire. Plus
rarement, il peut s'agir de : coagulopathies de consommation, déficit isolé en facteur X, V ou Il,

déficit isolé en fibrinogéne ou dysfibrinogémie, certains anticoagulants circulants :
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ACC "forts", ACC associés a un déficit acquis en prothrombine, inhibiteurs spécifiques

des facteurs X, V ou Il, ou inhibiteurs de la fibrinoformation et hémodilution thérapeutique.

. Exploration des inhibiteurs physiologiques de la coagulation :

L'étude des systemes de régulation de la coagulation est nécessaire pour identifier les
facteurs de risque de thrombose. Actuellement, il n'existe pas de test satisfaisant pour évaluer
de maniere exhaustive le fonctionnement des inhibiteurs de la coagulation (équivalent du TQ et
du TCA pour I’exploration des facteurs de coagulation). Chaque protéine plasmatique telle que
I'antithrombine, la protéine C, la protéine S, etc est mesurée séparément. Dans un premier
temps, seul le dosage fonctionnel est réalisé. S’il est anormal, le dosage antigénique doit étre

fait de facon a déterminer si I’'anomalie est quantitative ou qualitative.

° Recherche d’un anticoagulant circulant (ACC) :

Les anticoagulants circulants sont des anticorps capables de perturber les tests de
coagulations. Devant tout allongement de TCA le biologiste doit réaliser un « test de correction
», qui consiste a mélanger a parties égales du plasma du patient et d’'un pool de plasmas
normaux, cette épreuve est appelée TCA du mélange (M+T). Elle permet d’orienter soit vers un

déficit en un facteur de coagulation ou vers la présence d’un anticoagulant circulant (ACC).

En présence d’un déficit en facteur, le TCA (M+T) est dit « corrigé », c’est-a-dire que la
valeur obtenue est proche de celle du témoin. Tandis qu’en présence d’un anticoagulant
circulant, le TCA (M+T) n’est pas corrigé, c’est-a dire qu’il reste a une valeur éloignée de celle

du témoin.
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En pratique, la correction (ou la non-correction) du TCA est objectivée par le calcul de

I'indice de Rosner :

Indice de Rosner = (TCA (m+t) — TCA(t))] TCA(m) x 100

Le résultat de I'indice de Rosner s’exprime en pourcentage : Au dessous de 12% : le
résultat est en faveur d’un déficit en facteur, au dessus de 15% : le résultat est en faveur d’un

(ACC) et Entre les deux valeurs le résultat reste douteux.

L’ACC peut étre dirigé contre les phospholipides pro coagulants (antiphospholipides) ;
des tests complémentaires faisant varier la concentration de phospholipides permettent de les
identifier. L’ACC peut étre spécifique d’un facteur de coagulation ; le dosage spécifique du

facteur en cause permet le diagnostic.

. Dosages spécifiques des de ’activité facteurs de coaqulation :

e Exploration des facteurs pro coagulants : Les dosages des facteurs de coagulation ne

sont effectués que lorsque les tests de dépistage (TCA ou TQ) sont anormaux. Tous
les facteurs de coagulation peuvent étre dosés individuellement. Le dosage est basé
sur le pouvoir de correction par le plasma a tester du temps de coagulation d’un
plasma dépourvu électivement du facteur de coagulation a mesurer. Les résultats

sont exprimés en pourcentage de la normale.

— Dosage des facteurs VII, Il, V et X: Elle est réalisée par une méthode

chronométrique dans un systéme Quick-time a l'aide de réactifs dépourvus du

facteur a mesurer.

— Dosage des facteurs VIII, IX, XI et Xll: Elle est réalisée par une méthode

chronométrique dans un systéme TCA, avec des réactifs dépourvus du facteur a
mesurer. La mesure du facteur VIII peut également étre réalisée par une méthode

colorimétrique.
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4, Fibrinolyse :

La formation d'un caillot sanguin est un mécanisme temporaire qui est dissous par le
systeme fibrinolytique pour restaurer I'état vasculaire initial, sa décomposition favorisant la
recanalisation du vaisseau endommagé. La lyse de la fibrine du caillot se fait principalement
sous I’action protéolytique de la plasmine, présente dans le plasma sous forme d’un précurseur
inactif, le plasminogene [31], dont I’activation peut étre faite par la voie dépendant du facteur XII
ou par les activateurs du plasminogéne (PAs), divisés classiqguement en deux groupes, les PAs

endogénes et les PAs exogénes

Parmi les PAs endogenes, I’activateur du plasminogéne type tissulaire (t-PA) joue un role
physiologique primordial, il est synthétisé principalement par I’endothélium. La thrombine
stimule la libération de t-PA par les cellules endothéliales et le t-PA se fixe sur la fibrine du
thrombus. Dans le thrombus, on trouve aussi du plasminogene qui s’est fixé sur la fibrine lors
du processus de coagulation. La nouvelle fixation du t-PA sur la fibrine transforme le
plasminogéne en plasmine. La fibrine est donc un élément initiateur important du processus
fibrinolytique qui aboutit a sa propre lyse. Les PAs du type urokinase (u-PA) sont synthétisés par
différentes cellules, en particulier par des cellules qui ont la morphologie des fibroblastes mais
aussi par les cellules épithéliales. Il est présent dans le plasma, I'urine et dans de nombreux

tissus et organes, surtout dans les reins.

Parmi les PAs exogeénes, la streptokinase (SK) est le plus connu. C’est un produit dérivé

des streptocoques, qui peut jouer un role important dans certaines infections bactériennes.

Le plasminogéne est transformé en plasmine qui dégrade la fibrine, ceci aboutit a la
formation des produits de dégradation de fibrine (PDF), comme la fibrine D-dimére. Ces PDF
constituent des anticoagulants faibles. Leur taux, et plus précisément celui de la fibrine D-
dimére, est utilisé pour le diagnostic des embolies pulmonaires, de la coagulation intravasculaire

disséminée (CIVD) et de la thrombose veineuse profonde (TVP).
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La plasmine, produite en exceés pendant la lyse du caillot, est rapidement inactivée par
son principal inhibiteur physiologique, I’2-antiplasmine. Ce dernier, synthétisé dans le foie, est
présent dans le plasma et les plaquettes [32]. Les inhibiteurs des PAs (PAls), comme le PAI-1 et
le PAI-2, jouent également un rdle important dans la régulation de la fibrinolyse. Le PAI-1 est le

plus important physiologiquement.

Normalement, la lyse du caillot ne survient pas avant 48 heures. Le systeme fibrinolytique
évolue de facon synchrone avec la cicatrisation des tissus Iésés. Ainsi, tout déreglement de
I’équilibre entre la lyse du caillot et la réparation des tissus I|ésés, comme dans
I’hypercoagulabilité génétique ou acquise, peut provoquer des saignements secondaires qui
retardent la cicatrisation de la bréche vasculaire. Le systeme fibrinolytique (ou thrombolytique)
se révele donc aussi complexe que le systeme de coagulation, il existe plusieurs types

d’activateurs du plasminogene, ainsi que plusieurs inhibiteurs de ces activateurs [18].

LA FIBRINOLYSE PHYSIOLOGIQUE Pro-urokinase
Tissu endothélial (Scu-PA)
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Figure 17 : Activateurs et inhibiteurs physiologiques de la fibrinolyse [33].
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Il. Rappels physiopathologiques :

1. Anticoagulants circulants :

1.1. Définition :

Les anticoagulants circulants (ACC) désignent les inhibiteurs acquis pathologiques de la
coagulation, a I'exclusion des inhibiteurs physiologiques. Ces inhibiteurs acquis sont divisés en

deux groupes :

> Le premier groupe comprend les anticoagulants qui apparaissent apres des transfusions
répétées chez des individus présentant un déficit héréditaire en un facteur de coagulation
particulier. Ces anticoagulants sont des allo-anticorps spécifiqguement dirigés contre le
facteur manquant. lls touchent des patients atteints d'une maladie du sang établie de

longue date et suivis dans des structures de soins spécialisées.

> Le deuxiéme groupe réunit les anticoagulants apparaissant chez des sujets sans troubles
préexistants de I'hémostase. Ce sont des auto -anticorps qui se répartissent en deux

sous groupes d'importance inégale et d'expression clinique différente :

e Le premier réunit les anticorps dirigés contre un seul facteur de la coagulation qui

expose généralement a des accidents hémorragiques.

e Le second réunit les anticorps dirigés contre une phase de la coagulation qui expose

plutot a des accidents de thrombose.

Cette opposition schématique est cliniquement justifiée mais son intérét didactique ne
doit pas ignorer la possibilité d'exceptions : accidents hémorragiques dans le second sous-
groupe, accidents thrombotiques dans le premier, et possibilité d'associer les deux types

d'anticoagulants dans une méme maladie, comme dans la maladie lupique [2].
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1.2. Classification :

a. ACC interférant avec une phase de coagulation : Anticoagulant circulant de type lupique :

Anticoagulant circulant de type lupique ou LA. Le terme LA est porteur de plusieurs
confusions. D’une part, il est appelé « lupus » en référence a son association fréquente avec le
LES alors que cette association est inconstante et non spécifique. D’autre part, le qualificatif d’«
anticoagulant » se rapporte a I'allongement des tests de coagulation qu’il provoque in vitro un
milieu ou ces phospholipides représentent un facteur limitant de la réaction de coagulation,
notamment lors des étapes d'activation du facteur X et de la prothrombine, alors qu’in vivo, il est

paradoxalement responsable de phénomenes thrombotiques [34].

Le terme de "lupus anticoagulant "retenu par les experts internationaux doit étre préféré
a celui d"antiprothrombinase" couramment utilisé pour designer ce type d'anticoagulants
circulants. In vivo les phospholipides servant de support aux réactions de coagulation étant
disponibles en quantité non limitée, les anticoagulants circulants lupiques n'ont pas d'effet a
proprement parler anticoagulant et ne sont jamais responsables, a eux seuls, d'une tendance
hémorragique. Cette derniere ne se manifeste que dans les rares cas ou les ACC sont associés a

un déficit acquis en prothrombine ou une thrombopénie sévere.

Les anticoagulants circulants lupiques peuvent appartenir a divers isotypes, le plus
souvent IgG mais aussi IgM, IgA ou mixtes. De méme que les anticorps anticardiolipine, les
anticoagulants circulants lupiques sont classiquement Considérés comme des
antiphospholipides, dirigés contre des phospholipides anioniques (phosphatidylserine,
phosphatidylinositol et acide phosphatidique) ou neutres, comme la phosphatidylethanolamine,
notamment lorsqu'elle est presenté sous une configuration particuliere en phase hexagonale

[35].
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b. ACC dirigés contre un facteur de coagulation :

Les ACC dirigés contre divers facteurs de la coagulation : Inhibiteurs du facteur VIII (Vllic),
inhibiteurs du facteur Willebrand, inhibiteurs du facteur IX, inhibiteurs du facteur V, inhibiteurs
de la prothrombine et les inhibiteurs de la phase contact (facteur XI et facteur Xll). les
inhibiteurs de la fibrino-formation ont une place ambigué et pourraient étre étudiés dans le
groupe des anticorps dirigés contre une phase de la coagulation I'ACC de type lupique spécifique

de la phase d'activation de la prothrombine (ACC anti-prothrombinase) [36].

e  Anticorps anti- facteur VIII :

e  Structure du facteur VIII (F VIII) : Le facteur VIl (Fig.18) est une protéine de 2332

acides aminés, codée par un gene situe sur le chromosome X. Le FVIIl est un
hétérodimere composé d’une chaine lourde et d’une chaine légére, reliées entre elles
par un ion divalent et organisées en domaines. La chaine lourde est composée des
domaines A1, A2 et d’'un domaine de longueur variable: le domaine B. Ce domaine B
est clivé lors de l'activation du FVIIl et n’intervient pas dans les fonctions pro-
coagulantes du FVIII. La chaine légere est composée des domaines A3, C1 et C2. Lors
de son activation par la thrombine, le FVIIl est transformé en un hétérotrimére Al-

A2-A3C1C2. Il intervient en tant que cofacteur du FIXa dans le complexe ténase.
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Figure 18 : Structure du FVIIl [36].
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e Mécanismes d’action : Les inhibiteurs anti-FVIIl vont principalement compromettre

I'interaction du FVIII avec ses différents partenaires (facteur von Willebrand, FIX,
phospholipides ou FX) selon différents mécanismes (Fig.19). D’une maniére générale,
les Allo AC ont une cinétique de typel, c’est-a-dire qu’ils inhibent completement, de
maniére dose-dépendante, I'activité pro coagulante du FVIII. Les Auto AC anti-FVIII
se caractérisent en général par une cinétique différente des Allo AC. En effet, ils
possedent une cinétique de type 2, c’est-a-dire qu’ils n’inhibent que partiellement
I’activité pro-coagulante du FVIIl. L’épitope reconnu par I’AC et sa localisation
interviennent de maniére importante dans le mécanisme d’inhibition. Les principaux
épitopes reconnus par les inhibiteurs précisément identifiés sont situés au niveau

des domaines C2, A2 et/ou a3A3 du FVIII.

Les AC anti-domaine C2 vont essentiellement compromettre la liaison du FVIII au facteur
von Willebrand ainsi qu’aux phospholipides électronégatifs. Les AC anti-A2 vont compromettre
I’interaction avec le FIXa. Certains AC dirigés contre le domaine A2 vont empécher I’activation du
FVIII par la thrombine. Enfin, les AC dirigés contre le domaine A3 vont essentiellement
compromettre l'interaction avec le FIXa. Les AC anti-C2 semblent étre les plus fréquemment
identifies parmi les inhibiteurs développés chez I’hémophile A. Une autre catégorie d’AC anti-
FVIII est représentée par les AC catalytiques. Ces AC possedent une activité enzymatique et
catalytique directe sur le FVIII. Cette catégorie particuliere d’AC serait présente chez plus de 50%
des hémophiles A avec inhibiteurs. Ces anticorps catalytiques sont aussi décrits dans

I’lhémophilie acquise et sont capables de catalyser le FVIII mais aussi le FIX [36].
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Figure 19 : Mécanismes d’action des anticorps anti-FVIll [36].

e Auto -anticorps anti- facteur FVIII [37]_: Un déficit isolé et acquis en facteur VI

(FVII) ne peut étre di qu’a des auto-anticorps inhibiteurs dirigés contre ce facteur de
la coagulation. Bien que rare, c’est le plus fréquent des déficits auto-immuns et
hémorragipares d’un facteur de la coagulation. Le terme d’« hémophilie acquise » est
souvent utilisé bien qu’impropre puisque par définition I’hémophilie est un déficit

constitutionnel, génétiquement déterminé.

— Manifestations cliniques : Classiquement, il s'agit de manifestations hémorragiques

majeures, inattendues, d'apparition brutale, d'intensité inhabituelle chez un patient
sans antécédents hémorragiques personnels ou familiaux connus, leur localisation
est variable. Les symptomes les plus fréquemment rencontrés sont : des écchymoses

localisées ou étendues des membres ou du tronc, des hématomes, des hématuries,
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des hémorragies muqueuses. Plus rarement, il peut s'agir d'une hémorragie intra-
abdominale, d'une hémorragie intracranienne, d'une hémarthrose ou d'une
hémorragie post-partum. Dans certains cas, il peut s'agir d'une hémorragie per-
opératoire. Certains phénomenes compressifs secondaires peuvent aggraver les
signes fonctionnels ou vitaux : syndrome de Loges, obstruction des voies
respiratoires. Etant donné la population concernée, souvent agée, la présence d'un
traitement anti-thrombotique de type AVK ou inhibiteur plaquettaire (aspirine,
clopidogrel...) peut faire retarder le diagnostic (car les complications hémorragiques
sont alors faussement attribuées au traitement anticoagulant). Rarement, le
diagnostic est établi dans le cadre d'une évaluation préopératoire de la coagulation

anormale.

— Diagnostic biologique : Le diagnostic est le plus souvent évoqué cliniquement, mais

ne peut étre affirmé que par un allongement isolé (et acquis) du temps de céphaline
avec activateur (TCA) avec un déficit isolé en FVIIl. Le diagnostic repose sur

I'identification d’un anticorps anti-FVIII [38].

e Allongement du TCA : Un TCA allongé (temps de Quick normal, fibrinogéne normal,

temps de thrombine normal) avec une symptomatologie hémorragique nécessite une
mesure des facteurs de la voie endogéne : au minimum du FVIII, FIX et FXI. La mesure
du FXIl, méme si elle est souhaitable, n'est pas indispensable puisqu'un déficit en
FXIl, méme sévere, ne saurait expliquer la symptomatologie hémorragique. La
recherche d’un anticoagulant circulant (ACC) de type anti prothrombinase (lupique),

doit également étre effectuée.
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o Déficit isolé en FVIIl : En cas d’un déficit isolé en FVIII, la recherche d’un déficit en

facteur Willebrand (VWF) doit étre réalisée. Cette recherche peut associer la
réalisation d’un temps d’occlusion sur PFA-100® (Siemens) et un dosage d'activité du
facteur Willebrand (VWF). En cas d'une « hémophilie acquise », la concentration
plasmatique de VWF est normale voire élevée. Il existe alors un déficit relatif en FVIII
(rapport FVIII/VWF < 0,7). Attention un anticoagulant circulant (ACC) de type

antiprothrombinase peut interférer avec la mesure des facteurs VI, IX, XI et XII.

e La recherche d’'un ACC: Le test dit «mélange malade + témoin » doit étre

systématiquement effectué devant un TCA allongé, en cas de déficit en facteurs VIII,
IX, XI ou XIll, le TCA (M+T) est corrigé. Les ACC type anti-FVIIl (ou auto-anticorps
anti-FVIIl) sont dépendants de la durée et de la température d'incubation de ce
mélange. Ainsi, devant un TCA allongé avec un déficit en facteur VIl isolé et quel que
soit le résultat du mélange (M+T), la présence d’un auto-anticorps anti-FVIII doit étre
évoquée. Seule la recherche spécifique d'un auto-anticorps anti-FVIIl par dosage du
FVIII aprés une incubation du mélange (M+T) pendant 2 heures a 37° C permettra de
confirmer ou d’infirmer le diagnostic. En cas de dépistage positif, I’auto-anticorps

anti-FVIII doit étre titré par technique de Bethesda (Fig.20).

e Le titrage de cet inhibiteur : Est tres difficile et il a essentiellement un intérét dans le

diagnostic et le suivi biologique puisqu'il a été démontré que cette valeur n’est pas
prédictive du risque hémorragique. En cas de tableau clinique et de résultats
biologiques évocateurs, il s'avere donc indispensable de rechercher cet inhibiteur a

plusieurs reprises.
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Figure 20 : Méthodes de détection et de titrage des anticorps anti—-FVIIl par la méthode Bethesda

. Anticorps anti facteur 1X :

[36].

o Structure du facteur IX : Le FIX (Fig.21) est une serine protéase de 415 acides aminés

également codée par un geéne situé sur le chromosome X. Le FIX est organisé en

plusieurs domaines. A I’extrémité N-terminale se trouve le domaine GLA comportant

de nombreux résidus d’acide glutamique, permettant la liaison aux phospholipides

électronégatifs par I'intermédiaire d’un ion calcium. Ce domaine est commun a tous

les facteurs vitamine K dépendants car il nécessite une gamma carboxylation

vitamine K dépendante pour étre fonctionnel. Le FIX posséde également 2 domaines

de type EGF /ike (epidermal growth factor) : EGF1 et EGF2. Vers I'extrémité C-

terminale, se trouve le domaine d’activation puis le domaine catalytique. Lors de son

activation en FIXa, le domaine d’activation est clive, individualisant ainsi une chaine

lourde et une chaine légere reliées par un pont disulfure. Le FIXa est une serine

protéase permettant 'activation du FX en FXa au niveau du domaine catalytique.

Cette réaction est augmentée d’un facteur 50 en présence de FVllla [36].
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Figure 21 : Structure du facteur IX [36].

e Allo Anticorps anti-FIX : Les Allo AC anti-FIX sont relativement rares. lls se

développent chez 1 a 3% des hémophiles B. Une des hypothéses retenues afin
d’expliquer la plus faible incidence des anti-FIX, par rapport aux anti-FVIII, est la
plus forte proportion de patients ayant un taux circulant de FIX antigene détectable
supérieur au taux de FIX activité. Le type de mutation (ponctuelle surtout) est
directement responsable de ce phénotype et est donc directement lié au risque de
développement d’un Allo AC anti-FIX. De plus, le FIX semble moins immunogéne que
le FVIII en raison de sa taille et de ses nombreuses homologies de séquence avec les
autres facteurs vitamine K dépendants, conférant probablement une tolérance vis-a-
vis de la réponse immunitaire. L’éthnie, le génotype de I'IL-10 ou du TNF alpha, le
type de produit ne semblent pas étre des facteurs de risque particuliers de
développement d’un inhibiteur anti-FIX. L’apparition d’'un Allo AC anti-FIX est
souvent reliée a une manifestation allergique ou anaphylactoide sévére. Le
mécanisme de cette réaction n’est pas bien connu a I’heure actuelle, témoignant

d’une réponse immunitaire particuliére.

La réponse immunitaire anti-FIX semble polyclonale et cible plus particulierement les
domaines GLA et serine protéase. Les domaines EGF et le peptide d’activation ne semblent pas
étre la cible de ces AC. Ces AC bloquent l'interaction du FIXa avec le FVllla nécessaire a
I’activation du FX via une interférence avec les phopholipides ou la chaine légére du FVIII. 1l

n’existe pas de recommandations particuliéres pour la détection de ces AC.
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L’épreuve du mélange du TCA avec calcul de I'indice de Rosner peut étre un premier test
de dépistage. La méthode permettant la détection et le titrage des inhibiteurs anti-FIX est la
méthode Bethesda en utilisant du plasma déficient en FIX, mais sans validation comparable a
celle appliquée aux AC anti-FVIIl. Les faibles incidences de I’hémophilie B et, qui plus est, du
développement des AC anti-FIX font que ces AC sont peu étudiés et donc peu d’outils sont

disponibles afin d’étudier leurs caractéristiques[36].

e Auto Anticorps anti-FIX : Le développement d’Auto Ac anti-FIX chez des patients

indemnes de coagulopathie définit I’hémophilie B acquise. L’incidence de
I’lhémophilie B acquise est tellement rare (quelques cas seulement décrits dans la
littérature). Elle est le plus souvent responsable d’un syndrome hémorragique parfois
brutal. L’hémophilie B acquise peut étre associée a des maladies auto-immunes, des
néoplasies ou bien étre idiopathique, sans étiologie associée. Les méthodes de
détection sont identiques a celles utilisées pour la détection des Allo AC anti-FIX

[39].

e  Anticorps anti-facteur de von Willebrand :

Le VWF a deux grandes fonctions : Il intervient dans I’hémostase primaire. Il permet
I’adhérence des plaquettes a la paroi vasculaire lésée grace a des sites de liaison pour la GPIb
plaquettaire et le collagene. Il facilite également I'agrégation des plaquettes entre elles grace a
son interaction avec la GPlIbllla. Ce réle est primordial dans la microcirculation et il intervient
aussi dans la coagulation plasmatique. Il assure le transport du facteur VIII (FVIII : protéine
déficitaire dans I’hémophilie A) dans la circulation et le protége d’une dégradation enzymatique.
La demi-vie du facteur VIII passe ainsi de 2 heures (en I’absence de VWF) a 12-20 heures (en

présence de VWF).

Les anticorps anti-facteur de von Willebrand n’ont été identifiés que dans 16% des cas de
syndrome de Willebrand acquis (AVWS) et plus particulierement au cours des syndromes

prolifératifs, des cancers et des maladies auto-immunes.
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Le syndrome de Willebrand acquis est rare et survient généralement apres 50 ans chez un
sujet sans antécédents personnels ou familiaux. L’expression hémorragique spontanée est
généralement modérée, mais les saignements postopératoires peuvent étre majeurs. La
présentation biologique est de type 1 ou 2A. Il est surtout observé dans des contextes cliniques
particuliers tels que les syndromes Ilympho ou myéloprolifératifs, les gammapathies
monoclonales, les néoplasies, les maladies auto-immunes. Les auto-anticorps anti-VWF,
détectés par ELISA, induisent généralement une clairance rapide des complexes immuns VWF-
anti-VWF. Les trois arguments principaux pour retenir le diagnostic sont I’absence d’antécédents
personnels ou familiaux, la connaissance ou découverte d’une pathologie pouvant y étre
associée et la disparition du symptome aprés traitement de cette affection. Les complications
hémorragiques pouvant étre graves et difficiles a maitriser, elles nécessitent une prise en charge

multidisciplinaire en milieu spécialisé.

On distingue deux types [40] : les anticorps neutralisants qui se lient a un site actif du
vWF comme le site de liaison au collagene, a la glycoprotéine Ib ou a la glycoprotéine llb/llla. Ces
anticorps diminuent I'activité du VWF. lls sont principalement de type IgG, rarement IgM et
exceptionnellement IgA et les anticorps non-neutralisants qui se lient au niveau des sites non
fonctionnels de la protéine comme les sites de clivage des HPM. Ills n’entrainent pas toujours une

perte d’activité du VWF mais favorisent sa clairance.

e  Anticorps anti-facteur XI :

Le facteur Xl est une glycoprotéine synthétisée par le foie, zymogene d’'une sérine
protéase. Sa demi-vie plasmatique est de 40 a 80 heures. Le taux minimal pour assurer une
hémostase normale est de 30 a 45%. Le facteur Xl participe a la phase contact qui initie la voie
intrinseque de la coagulation. Il est activé par le facteur Xlla en facteur Xla qui va lui-méme
activer le facteur IX en présence d’ions calcium. Il s’agit d’un dosage de seconde intention pour
le diagnostic d’un déficit constitutionnel ou acquis en facteur Xl, évoqué devant un allongement

isolé du temps de céphaline avec activateur.
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Les déficits acquis en facteur XlI sont associés a la présence d’auto-anticorps anti-facteur
Xl dans le plasma, parfois rencontrés chez des patients ayant recu du facteur XIl ou au cours de
pathologies auto-immunes (lupus érythémateux systémique...), néoplasies, hémopathies ou au

cours du psoriasis.

e  Anticorps anti-facteurs V :

Ces inhibiteurs qui sont des immunoglobulines de type IgG dont un seul était monoclonal
IgG4 surviennent dans les deux sexes et a tout age (7 a 79 ans) [41]. Le facteur V circule dans le
plasma sous la forme d'une protéine a chaine unique composée de plusieurs domaines définis
par la séquence primaire d'acides aminés et disposés de la maniére suivante : A1-A2-B-A3-C1-

C2 [42].

Les inhibiteurs du facteur V peuvent se développer sous forme d'auto-anticorps
spontanés, d'allo-anticorps aprés exposition a des préparations de thrombine bovine, ou chez
des patients déficients en facteur V aprés exposition au plasma. Ou chez les patients déficients
en facteur V apres une thérapie plasmatique. Les manifestations cliniques vont d'anomalies

asymptomatiques a I'hémorragie menacant le pronostic vital.

2. Anticorps antiphospholipides :

2.1. Définition :

Les anticorps antiphospholipides (aPL) sont une famille trés hétérogene d’anticorps
dirigés contre des phospholipides anioniques (cardiolipine, phosphatidylsérine) ou neutres
(phosphatidyléthanolamine) et/ou des protéines plasmatiques liant ces PL comme la b2GPI et la

prothrombine voire méme des protéines seules [43].

Ces anticorps ne sont pas spécifiques du SAPL mais peuvent étre rencontrés au cours de
nombreuses autres situations cliniques telles que des infections diverses (dont la syphilis, la
lepre, les hépatites virales et I'infection par le VIH ou I’'EBV, par exemple), certains traitements

médicamenteux (chlorpromazine, béta-bloquants et quinidiniques), des néoplasies
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(hémopathies malignes et tumeurs solides), voire chez des individus sains. Ces aPL sont
généralement transitoires et ne prédisposent pas a un risque thrombotique, contrairement a

ceux détectés chez les patients avec SAPL [44].

Les Ac aPL posent un probleme d’identification. De ce fait la standardisation des
méthodes de recherche reste tributaire des kits utilisés et des Ac aPL recherchés. Outre la grande
hétérogénéité qui caractérise les aPL, cette famille d’anticorps présente une autre particularité
remarquable qui se traduit par un allongement paradoxal des temps de coagulation in vitro. Ce
sous-type d’aPL, caractérisé par sa capacité a allonger les tests de coagulation dépendants de la
présence de PL, se dénomme anticoagulant circulant de type lupique, ou lupus anticoagulant

(LA).

La présence de LA ne s’accompagne pourtant pas d’un risque hémorragique comme
pourrait le laisser croire I'allongement des temps de coagulation observé in vitro. En effet, seuls
les rares LA dont la cible antigénique est la prothrombine et qui entrainent une
hypoprothrombinémie (moins de 10%) peuvent s’accompagner de manifestations
hémorragiques. Parmi les aPL, ceux qui semblent étre principalement responsables des
manifestations thrombotiques, sont donc dirigés contre la B2GPI et les PL anioniques comme la
phosphatidylsérine. La recherche d’anticoagulant circulant de type Ilupique ou lupus
anticoagulant (LA) effectuée par des tests de coagulation alors que la recherche des anticorps
anticardiolipine (aCL) et des anticorps anti B2GPI détectés par des tests immunologiques

(Fig.22).
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Figure 22 : Hétérogénéité des anticorps antiphospholipides [3].

Certains d’entre eux sont dits « aPLS conventionnels » et reconnus comme critéres
biologiques du syndrome des antiphospholipides (SAPL) : les anticorps anticardiolipine et anti-
béta2- glycoprotéine | et le lupus anticoagulant par opposition a d’autres anticorps non
reconnus comme criteres du SAPL mais pour lesquels certaines études ont montré une

association avec les anomalies cliniques de ce syndrome [3].

Actuellement, on distingue :les anticoagulants lupiques appelés également anticoagulants
circulants qui sont des anticorps reconnaissant des phospholipides anioniques liés a des

cofacteurs protéiques qui sont la prothrombine et la béta-2- glycoprotéine 1 [45] .
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Ces anticorps sont définis par leur capacité a prolonger les tests de coagulation
dépendant des phospholipides, ce qui explique qu’ils soient recherchés par de simples tests
d’hémostase (allongement spontané du temps de céphaline avec activateur), les anticorps
anticardiolipine qui reconnaissent la cardiolipine, généralement couplée a leur principal co-
facteur qui est aussi la béta-2-glycoprotéinel (anti-B2GPI) [46], les anticorps antiphosphatidyl-
éthanolamine (aPE) qui reconnaissent un phospholipide neutre, parfois couplé a leur cofacteur
plasmatique (kininogéne, prékallicréine, facteur XlI) [47] et les anticorps antifacteurs protéiques
qui reconnaissent directement les protéines cofacteurs, en particulier la B2GPI, la prothrombine

mais aussi I’annexine V et la protéine S.

2.2. Historique :

Pour mieux comprendre I’hétérogénéité des antiphospholipides (aPLs), il est important de
connaitre leur histoire. Ces anticorps sont connus depuis longtemps comme marqueurs de la
syphilis. Cependant, au cours du temps et des découvertes, leurs caractéristiques et leurs

associations cliniques se sont considérablement diversifiées [3].

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

considérée comme le premier cas de lupus anticoagulant décrit [48].

Dans les années 1950, un allongement des temps de coagulation fut a nouveau décrit par
Ley et al [49] chez un jeune homme atteint de saignements anormaux, d’arthralgies et de
thrombose veineuse de la jambe. L’autopsie montra des saignements des tissus, des infarctus

cérébraux et des signes rénaux évoquant un lupus érythémateux systémique (LES).

76



Les anticoagulants circulants : Méthodologie diagnostique au laboratoire et implications cliniques
(expérience de laboratoire d’hématologie HMA)

C’est dans les années 1950 que la prise de conscience de la présence d’un facteur
anticoagulant circulant chez certains patients atteints de lupus érythémateux disséminé (LED) est
devenue évidente. Conley [50], de Johns Hopkins, a écrit un bref rapport sur deux patients
atteints de lupus et d'un «trouble hémorragique particulier » avec des temps de coagulation et
des temps de Quick (TQ) allongés et une preuve claire d'un facteur anticoagulant dans les études
de mélange de plasma. Il est intéressant de noter que les deux patients ont eu des tests
biologiques faussement positifs pour la syphilis.

Moore et al. décrivent chez des patients souffrant de LES, une sérologie faussement
positive a la syphilis, un test basé sur la détection d’anticorps contre des phospholipides (PL)
extraits de cceur de beoeuf appelés cardiolipine [51]. Dans le méme temps, plusieurs équipes
mettent en évidence la présence d’une activité plasmatique anticoagulante, qu’ils dénomment
«anticoagulant circulant » chez des patients lupiques avec des sérologies faussement positives a
la syphilis : le concept de pathologie immune est alors évoqué [50].

En 1959, Loeliger a décrit un patient atteint de lupus présentant un anticoagulant
circulant et une hypoprothrombinémie, l'ajout de plasma normal au plasma du patient a
augmenté le temps de coagulation [52]. Cela a conduit Loeliger a supposer que le TP était un
cofacteur de I'anticoagulant circulant dans le lupus. Au cours de la méme période, des rapports
ont fait état d'une augmentation de I'activité inhibitrice d'un composant plasmatique normal, le
composant plasmatique normal appelé "cofacteur du lupus” [53].

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

Le terme de lupus anticoagulant (LA) fut introduit par Feinstein [54] en 1972 pour décrire
un inhibiteur de la coagulation retrouvé chez les patients avec un LES. D’autres recherches

mirent en évidence que cet inhibiteur était dirigé contre les PL [55].
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En 1975, Nilson et al [56] publient un case-report d’'une jeune femme présentant des
fausses couches a répétition chez laquelle un anticoagulant circulant fut retrouvé. D’autres
complications obstétricales associées a un LA furent a nouveau décrites chez d’autres femmes,

quelques années plus tard [57].

Au méme moment, Manoharan et al [58] présentent des cas d’association de LA et de
thromboses veineuses récurrentes en I’absence de LES ou d’autres connectivites. Bien que la
relation entre thromboses et présence de ce phénoméne d’anticoagulation in-vitro soit déja
décrite dans les années 60, il faut attendre 1980 pour que cette association entre LA et

thromboses soit largement reconnue [59].

En 1980, l'association de fausses couches répétées et de thromboses en présence d'un
anticoagulant circulant de type lupique est décrite par Soulier et Boffa. Ces associations cliniques
conduisent Harris a développer des méthodes plus sensibles de détection des aPL, et, en 1983, il
met au point une technique radio-immunologique utilisant le cardiolipide immobilisé sur
microplaque, cette méme équipe décrit en 1985 un test immuno-enzymatique : ELISA
anticardiolipine. Grace a ce nouvel outil diagnostic, de tres nombreux travaux, entre 1983 et
1987, vont aboutir a l'individualisation d'une nouvelle entité clinico-biologique dénommée

syndrome des antiphospholipides (SAPL) [1].

En 1983, Hughes et al [60] proposent I'appellation « syndrome des anticardiolipines »
pour I'association de thromboses inexpliquées, de pertes feetales répétées, d’affection cérébrale
et d’anticoagulant lupique positif, quel que soit le contexte pathologique, qui sera par la suite
renommé en « syndrome des antiphospholipides » [61]. Au méme moment, des cas d’épisodes
vaso-occlusifs multi-organes aigus et graves associés a des tests positifs sont recensés, ce sont

les premieres descriptions du « syndrome catastrophique des antiphospholipides ».

La présence de faux-positifs des tests de syphilis conduit a I'établissement d’une
association entre anticorps anticardiolipines et thromboses et au développement d’un test

immunologique a la recherche d’anticorps anti-cardiolipines [62].
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En 1985, Gastineau et al. ont séparé les affections associées a I'LA en trois groupes :
celles avec LED, celles sans LED et celles avec LA d'origine médicamenteuse [63].

En 1986, Thiagarajan et al ont décrit le temps dilué du venin de vipere de Russell (dRVVT)
qui semble étre une méthode simple, reproductible, sensible et relativement spécifique pour la
détection de LA [64].

Dans les années 1990, trois rapports améliorent considérablement la compréhension de
la nature des anticorps antiphospholipides, en confirmant que la B2-glycoprotéine, membre de
la famille du controle du complément, est une cible des anticorps plutot que les PL [65] [66].

Depuis 1990, plusieurs équipes ont montré que les anticorps les plus pathogeénes
n'étaient pas dirigés uniquement contre les phospholipides anioniques mais contre les protéines
plasmatiques liant ces phospholipides appelés cofacteurs protéiques : la Beta-2 glycoprotéine 1
et la prothrombine, principalement. D'autres cofacteurs protéiques, comme les protéines C et S,
I'annexine V et le kininogéne de haut poids moléculaire peuvent étre plus rarement impliqués
[11.

En 1992, Asherson (de Cape Town, Afrique du Sud) a inventé le terme SAPL
catastrophique (CAPS) [67]. Il est devenu clair que le CAPS est une forme rare de thrombose
microangiopathique qui partage des caractéristiques avec le purpura thrombotique
thrombocytopénique, la coagulation intravasculaire disséminée, le syndrome systémique et le
syndrome de réponse inflammatoire comme on le voit dans le sepsis.

Ce n’est qu’en 1999 qu’une réunion de consensus international a formulé des critéres de
classification, réévalués en 2006.

La nature complexe des ACC et leur importance ont été mises en évidence au cours des
découvertes de ces derniéres années et nos connaissances des mécanismes physiopathologiques
ont connu une avancée considérable. Cependant, les LA restent encore aujourd’hui
énigmatiques. Les futurs challenges reposent sur une meilleure compréhension de la
physiopathologie et une meilleure approche diagnostic, avec la mise au point de tests

biologiques plus prédictifs du risque thrombotique.
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Figure 23 : Dates clés dans I'histoire du SAPL [68].

2.3. Classification :

a. Antiphospholipides conventionnels :

On considére deux groupes d’aPLs selon le type de méthode utilisée pour les mettre en
évidence : Les aPLs mis en évidence par des réactions immunoenzymatiques, essentiellement
I’Elisa : c’est le cas des aCL et des anticorps anti-béta2-glycoprotéine I. Les aPLs mis en

évidence par des tests fonctionnels de la coagulation : c’est le cas du LA.

En ce qui concerne les aPLs mis en évidence par des tests immuno-enzymatiques, les
critéres de Sydney incluent la recherche des deux principaux isotypes de ces aPLS : IgG et IgM.
L’isotype IgG est le plus fréquemment retrouvé au cours des maladies auto-immunes et du SAPL.
L’isotype IgM est rare; on le détecte le plus souvent au cours de maladies infectieuses, mais une
étude récente a rapporté la présence aCL d’isotype IgM sans IgG chez des femmes ayant des
complications obstétricales évocatrices d’un SAPL [69].Quant a I'isotype IgA, il est rare et sa
recherche ne présente aucun intérét devant une suspicion de SAPL car aucune différence
statistiquement significative de la prévalence des IgA-aPLS n’a été observée entre les patients

ayant un SAPL et la population normale.
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|

> Anticoagulant circulant de type lupigue :

Voir le chapitre (anticoagulants circulants).

> Anticorps anti-cardiolipine :

La cardiolipine est un phospholipide anionique présent dans la membrane interne des
mitochondries ou elle aurait pour role de rendre cette derniere imperméable aux ions mais
absent sur la membrane des plaquettes et des cellules endothéliales. Le nom dérive de sa
description initiale dans les mitochondries des cellules cardiaques. La cible antigénique des
anticorps anti-cardiolipine est en réalité un complexe cardiolipine-cofacteur(s) sérique(s). La

B2GPI ou apolipoprotéine H, est le principal cofacteur des anticorps anticardiolipine [70].

Les anticorps anti-cardiolipine sont recherchés en premiére intention dans le diagnostic
du SAPL pour des raisons historiques : les anti-cardiolipines ont été les premiers anticorps
antiphospholipides décrits pour la description du SAPL [62]. De plus, les premiers tests par Elisa
mis au point pour mettre en évidence la présence d’anticorps antiphospholipides avaient pour
antigene cible la cardiolipine. Enfin, les différentes tentatives de standardisation sont pratiquées

en utilisant la cardiolipine comme antigéne cible.

> Anticorps anti-B2 glycoprotéinel :

La B2GPI est une protéine cationique (apolipoprotéine H) présente dans le plasma de
sujets hormaux avec une concentration moyenne de 200 ug/ml, circulant librement dans le
plasma ou elle se trouve sous forme libre (environ deux tiers) ou sous forme associée aux

lipoprotéines (environ un tiers).

Elle est principalement synthétisée par le foie, mais aussi par des cellules diverses comme
les cellules endothéliales et placentaires, ce qui suggere la possibilité que ces organes puissent
étre affectés par les aB2GPI. Cette protéine est trés conservée entre les especes (homologie de
89% entre B2GPI bovine et humaine), c’est la raison pour laquelle le sérum de veau fecetal est
souvent utilisé pour la détection des aCL dépendants de B2GPI. La B2GPI posséde plusieurs

fonctions anticoagulantes démontrées in vitro, elle inhibe I'agrégation plaquettaire, la voie de la
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protéine C, I'interaction entre la protéine S et la C4b binding protéine et I'activité du facteur
tissulaire. Toutefois I'activité anticoagulante naturelle de cette glycoprotéine n’est pas
démontrée in vivo [71]. Elle est constituée d’une seule chaine polypeptidique de 326 acides
aminés organisée en cinqg structures répétitives ou « domaines sushi » de 60 acides aminés.
C’est sur le cinquieme domaine que se situe le site principal de liaison aux phospholipides
anioniques [70] et le domaine | contient une portion hydrophile hautement immunogéne. Suite a
la fixation de la B2GPl aux PL anioniques, les 2 molécules subissent un changement de leur
conformation qui entraine I'exposition d’épitopes cryptiques de la B2GPI et amplifie la fixation

des Ac anti-B2GPI [72].

Le role du domaine de la molécule de B2GPI contre lequel I’Ac est dirigé semble étre
primordial dans ce contexte, les Ac dirigés particulierement contre le domaine | de la B2GPI sont
retrouvés de facon plus significative chez les patients ayant des antécédents de thromboses. La
B2GPI fixe d’autres structures chargées négativement : héparine, ADN, lipoprotéine de faible
densité oxydée (LDL ox), cellules trophoblastiques syncytiales, plaquettes activées, cellules

endothéliales.

Ac anti- domaine 1 de la B.GPI
«le plus thrombogéne»

Ac anti-néo-Epitope cryplique

. Neo-cpitope cryplique as aiveas (4P
duoc 2T avec los ph Do lipid.

Figure 24 : Sites épitopiques reconnus par les anticorps anti-B2 glycoprotéine | [72].
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>  Anticorps anti-cardiolipine et anti B2GPI d’isotype IgA :

La présence d’aCL d’isotype IgA permet de définir un sous groupe de patients ayant un
SAPL avec une thrombocytopénie, des ulceres cutanés ou des lésions de vascularite. L’intérét de
ces anticorps est néanmoins faible en comparaison aux aCL d’isotype IgG ou IgM [73]. En effet,
les aCL d’isotype IgA sont rarement présents de facon isolée. Les aCL d’isotype IgA ne peuvent
donc étre utilisés a des fins diagnostiques.

Concernant les anti- B2GPI d’isotype IgA, les données de la littérature ne permettent pas
de déterminer si la présence d’lgA anti- B2GPlI de facon isolée (en I'absence d’anti- 2 GPI
d’isotype IgG et IgM) est un facteur de risque indépendant d’événements thrombotiques dans le
SAPL [74]. En I’état actuel des connaissances, la recherche d’lgA anti-B2GPI n’est donc pas
recommandée.

Principalement en raison de I'hétérogénéité de la littérature causée par différents modeéles
d'étude et l'utilisation de divers tests non standardisés. Depuis la positivité isolée des IgA aCL
(en I'absence d'IgG et/ou d'IgM aCL) est rare, le test des IgA aCL peut étre recommandé dans les
cas pour lesquels il existe une forte suspicion d'APS mais d'autres tests aPL sont négatifs.

Les IgA anti-B2GPl semblent étre l'isotype prédominant et étre associés a des événements
thrombotiques chez les patients atteints de LED, ce qui en fait un test pertinent dans ce groupe
de patients, en particulier pour ceux qui pourraient avoir isolé une positivité aux IgA comme le

seul marqueur pour I'APS [75].

b. Antiphospholipides non conventionnels :

D’autres anticorps antiphospholipides ont été décrits, comme les anticorps anti-
phosphatidylethanolamine (aPE), anti-prothrombine, anti-annexine V, anti-protéine S, anti-
protéine C, etc...Ces différentes spécificités constituent le puzzle des antiphospholipides.
Certains de ces anticorps sont anecdotiques alors que d’autres, en particulier les anticorps anti-
prothrombine et les aPE, parce qu’ils sont trés associés aux complications clinigues du SAPL,
peuvent apporter une aide au diagnostic. Comme dans le cas des aPLS conventionnels, les deux
isotypes doivent étre recherchés car ils peuvent étre présents isolement ; mais, contrairement
aux aCL, la présence de ces anticorps avec l'isotype IgM n’est pas essentiellement associée aux

maladies infectieuses.
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>  Anti-phosphatidyléthanolamine (aPE) :

La phosphatidyléthanolamine est un phospholipide neutre constitutif des membranes
biologiques, localisé principalement sur le versant intracellulaire des membranes intactes. La
présence d’anticorps anti-phosphatidyléthanolamine semble étre associée aux complications
obstétricales et aux événements thrombotiques. Il n’y pas de standardisation des Elisa-aPE et ils
n’ont actuellement pas de place dans le diagnostic de SAPL « conventionnel ». Cependant, la
recherche d’anticorps anti-PE peut étre indiquée chez les patients avec des manifestations
cliniques tres évocatrices du SAPL avec une recherche répétée d’anticorps antiphospholipides
conventionnels négatifs. En effet, certains patients ayant des aPE positifs isolément (LA—, aCL—,
B2GPl-) peuvent présenter des signes cliniques de SAPL [76]. Comme les aCL, les aPE peuvent
réagir soit avec la PE seule, soit avec des complexes PE-protéines plasmatiques. En ce qui
concerne les cofacteurs des aPE, les kininogénes de haut poids moléculaire (KHPM) ont été
décrits comme la cible antigénique de certains aPE qui reconnaitraient des épitopes générés par
la formation d’un complexe PE-KHPM. D’autres protéines plasmatiques ont été proposées

comme cofacteurs des aPE, en particulier, le facteur Xl et la prekallikrein [77].

>  Anticorps antiprothrombine (aPT) :

La prothrombine humaine, ou facteur I, fait partie du complexe prothrombinase avec les
facteurs Va, Xa et la phosphatidylserine en présence de calcium. C’est sur la partie N terminale
de la prothrombine (domaine GLA) que se trouve le site de liaison aux phospholipides
anioniques. Les anticorps anti-prothrombine (IgG ou IgM) reconnaissent aussi bien la
prothrombine d’origine humaine que bovine, mais, dans les tests Elisa, leur réactivité est
nettement supérieure avec la premiére [78]. Ces observations suggerent une reconnaissance
d’épitopes non conservés dans I'évolution. Comme les alB2GPI, les anticorps anti-prothrombine
sont hétérogénes quant a leur spécificité antigénique et certains reconnaitraient des épitopes

natifs alors que d’autres reconnaitraient des néo-épitopes.
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De méme, leur réactivité avec la protéine cible nécessite aussi qu’elle soit liée a une
surface anionique afin de permettre I'expression d’épitopes cryptiques et d’augmenter sa
densité sur la surface in situ. De plus, la mise en évidence de ces anticorps par Elisa a permis
d’identifier deux populations d’anticorps anti-prothrombine : ceux dirigés contre la
prothrombine (aPT) et ceux dirigés contre le complexe phosphatidylserineprothrombine
(@aPS/PT). Ces deux populations d’anticorps sont souvent présentes simultanément chez un
méme patient, mais les aPS/PT sont plus étroitement associés avec le SAPL et la présence
d’anticoagulant circulant lupiqus que les aPT [79]. La présence de ces anticorps ne semble pas
étre associée a un risque thrombotique accru. lls seront a rechercher essentiellement lors de

I’association d’un anticoagulant circulant lupique avec une hypoprothrombinémie.

> Anticorps antiphosphatidylcholine (aPC) :

Ce sont des anticorps de type IgM dont la détection ne semble pas dépendre de la
présence de la B2 glycoprotéine |. Ces anticorps seraient associés aux anémies hémolytiques

autoimmunes idiopathiques ou secondaires au lupus.

> Anticorps anti-annexine V :

L’annexine est une protéine placentaire retrouvée en faible quantité dans le plasma. In
vitro, elle exerce une puissante activité anticoagulante, mais ses fonctions physiologiques ne
sont pas connues. C’est une autre cible possible de certains anticorps associés a des
thromboses. Les annexines constituent une large famille de protéines Ca++ dépendantes
capables de se lier aux phospholipides anioniques avec une avidité supérieure a celle des

protéines vitamine K dépendantes.

Quelques études ont décrit la présence d'anticorps anti-annexine V chez des patients
présentant des événements cliniques évocateurs d'un SAPL, thromboses et/ou pertes feetales.
Cependant, leur prévalence dans ces contextes cliniques est faible et les études étant peu
nombreuses et parfois contradictoires, leur valeur clinique est loin d'étre établie [80] est donc la

recherche d’anticorps anti-annexine V devrait étre réservée a des patients ayant fait une
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thrombose de localisation inhabituelle et aux situations cliniques dans lesquelles I’expression

clinique du SAPL est récurrente chez le patient [81].

> Anticorps dirigés contre la protéine C ou la protéine S :

Ces anticorps ne sont actuellement étudiés que par quelques équipes trés spécialisées.
Une étude récente a étudié les prévalences respectives des anticorps dirigés contre la protéine C,
la protéine S chez des patients lupiques en fonction des complications cliniques de ces patients.
Les résultats de cette étude montrent que les anticorps antiprotéine S et anti-protéine C

constitueraient un facteur de risque de thrombose veineuse.

Les anticorps anti-protéine S peuvent étre notamment étudiés par deux types de
techniques : d’une part des techniques ELISA et, d’autre part, une technique trés spécialisée la
résonance plasmonique de surface. L'utilisation de cette derniere technique pourrait permettre
de distinguer la présence d’anticorps anti-protéine S associés a un risque thrombotique

d’anticorps anti- protéine S non associés a ce risque [81].

2.4. Mécanisme d’action des anticorps antiphospholipides :

a. Diminution de Pactivité des inhibiteurs physiologiques de I’hémostase

> Inhibition du systéme protéine C-protéine S :

Au cours du processus de coagulation, une fraction de la thrombine générée est capable
de se lier a la thrombomoduline a la surface des cellules endothéliales pour activer la protéine C
fixée a ce niveau par I’endothelial protein C receptor (EPCR). La protéine C activée (APC) va ainsi
interagir avec son cofacteur, la protéine S libre, et exercer son effet anticoagulant en inactivant
les facteurs Va et Vllla par clivage enzymatique. De nombreuses études ont montré que les aPL
étaient capables d’interférer avec la voie de la protéine C et plusieurs mécanismes d’inhibition
ont été proposés. Les études initiales suggéraient que les aPL empéchaient I'activation de la
protéine C alors que d’autres études ont ensuite montré que les aPL, comme les anti- B2GPI,
perturbaient plutét la formation du complexe entre protéine C activée et facteurs Va et Vllla

(Fig.25) étant ainsi a I'origine d’une résistance acquise a la protéine C activée [82]. Les anti-
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B2GPI seraient également capables d’induire un déficit fonctionnel en protéine S en empéchant la
B2GPl de déplacer la liaison entre la protéine S et son inhibiteur plasmatique, la C4bbinding
protein (C4bBP), et en diminuant ainsi le taux de protéine S libre [83]. Il a également été décrit
dans le SAPL des anticorps dirigés contre ’EPCR détectés par Elisa et significativement corrélés a
la survenue de thromboses et de pertes feetales. Bien que les mécanismes par lesquels les aPL
interférent avec la voie de la protéine C ne soient pas encore completement élucidés, I'effet
procoagulant qui en résulte permet en partie d’expliquer la survenue d’événements

thromboemboliques veineux chez les patients atteints de SAPL [44].

Figure 25 : Modéle d’inactivation du systéme protéine C/protéine S par les anti- B2GPI [44].

> Inhibition de I’effet anticoagulant de ’annexine A5 :

Dans les conditions physiologiques, la couche externe des membranes cellulaires est
relativement pauvre en PL anioniques comme la phosphatidysérine. Pourtant, au cours de
I'apoptose ou de divers processus d’activation cellulaire, on peut observer une exposition des
phosphatidysérines sur le feuillet externe des membranes plasmiques. Au cours de I’activation
plaquettaire, par exemple, cette exposition de PL anioniques permet le recrutement des facteurs

de coagulation vitamine K-dépendant via leur résidu Gla en présence de calcium.
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Cet assemblage de facteurs de la coagulation a la surface des plaquettes, notamment au
niveau des complexes « tenases » qui vont activer le facteur X et « prothrombinases » qui vont

transformer la prothrombine en thrombine, est indispensable a la coagulation plasmatique.

L’annexine A5 est une protéine capable de venir recouvrir les phosphatidylsérines au
cours de I'activation plaquettaire pour former un bouclier protecteur qui va diminuer la
disponibilité des PL anioniques pour les enzymes de la coagulation et exercer ainsi une action
anticoagulante [84]. La dimérisation de la B2GPI par les anticorps reconnaissant le domaine | de
la B2GPl augmente son affinité pour les PL anioniques empéchant ainsi la mise en place du
bouclier protecteur d’annexine A5 inhibant alors ses propriétés anticoagulantes [85]. Ce blocage
de 'annexine A5 par les aPL serait corrélé a des manifestations thrombotiques et obstétricales.
Plus récemment, I’équipe de Rand, a I'origine des travaux sur la résistance a I'annexine A5, a
montré que I’hydroxychloroquine pouvait diminuer la fixation des anti-B2GPI a la bicouche
phospholipidique des membranes plasmiques et rétablir I’activité anticoagulante de I'annexine

A5 in vitro a des concentrations utilisables en thérapeutique [86].

» Inhibition du tissue factor pathway inhibitor type | (TFPI) :

Le facteur tissulaire (FT) est une protéine transmembranaire qui forme un complexe avec
le facteur VII activé pour déclencher la cascade de la voie exogéne de la coagulation. Le tissue
factor pathway inhibitor type | (TFPI), synthétisé par les cellules endothéliales, est un inhibiteur
de I'activité catalytique du complexe FT-FVlla et diminue ainsi la génération de thrombine et la
formation du caillot de fibrine. De nombreuses études ont rapporté une diminution de I'activité
du TFPI corrélée a une augmentation de la génération de thrombine chez les patients atteints de
SAPL. Cet effet serait lié a la présence d’anticorps dirigés directement contre le TFPI ou bien a

une activité inhibitrice des anti- B2GPI sur le TFPI [87].
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b. Inhibition de la fibrinolyse :

La fibrinolyse correspond au processus de dégradation du caillot de fibrine par la
plasmine. La conversion du plasminogéne en plasmine est un mécanisme finement régulé dans
lequel interviennent des inhibiteurs dont le plasminogen activator inhibitor (PAl) et des
activateurs comme le tissue plasminogen activator (tPA). En outre, la plasmine peut cliver une
fraction minoritaire de la B2GPI au niveau du domaine V. Cette B2GPI tronquée de son domaine V
porte le nom de nicked B2GPI et peut, sous cette forme, se lier au plasminogéne et offrir un

mécanisme de régulation de la fibrinolyse en diminuant la génération de plasmine.

Plusieurs études ont permis de montrer que la présence de certains anticorps chez les
patients atteints de SAPL contribuerait a inhiber le systeme fibrinolytique. Des anticorps dirigés
contre la plasmine ont, par exemple, été décrits méme si le role précis de ces anticorps dans le
risque thrombotique reste encore méconnu. De plus, 'annexine A2 est un récepteur endothélial
capable de lier la B2GPI et qui a une activité profibrinolytique en liant également le tPA et en
favorisant ainsi la génération de plasmine a la surface des cellules endothéliales. Chez les
patients avec SAPL, le complexe B2GPI/anti-B2GPI se fixe a I’'annexine A2 au niveau des cellules
endothéliales et empéche ainsi I'activation du plasminogéne en plasmine par le tPA. La méme
équipe a récemment montré que la présence d’'anticorps se fixant a I'annexine A2 était

significativement corrélée a un risque accru de thromboses veineuses cérébrales [88].

c. Activation cellulaire :

»  Activation des plaquettes :

Une thrombopénie avec une numération plaquettaire inférieure a 100 G/I est observée
chez environ 30% des patients avec SAPL. Le mécanisme de cette thrombopénie est auto-immun
mais contrairement a la thrombopénie induite par I’héparine (TIH) de type 2, elle n’est pas due a
une puissante activation plaquettaire mais plutot a la présence d’anticorps anti-GPllIbllla ou anti-
GPIb-IX [89] comme dans le purpura thrombopénique immunologique (PTI). Au cours du SAPL,

I'activation des plaquettes aboutit surtout a un effet prothrombotique principalement di a
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I'interaction du complexe B2GPl/anti-B2GPl avec deux récepteurs présents a la surface des
plaquettes, le récepteur 2’ de I'apolipoprotéine E (ApoER2’) et la glycoprotéine Ib (GPIBA)
(Fig.26). Le récepteur ApoER2’ fait partie de la famille des récepteurs des lipoprotéines et la
GPIBA est I'un des membres du complexe GPlb-IX-V qui lie entre autres le facteur de von

Willebrand (VWF).
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Figure 26 : Modéle de sensibilisation des plaquettes a leurs agonistes par les anti B2GPI [44].

Les événements intracellulaires impliqués ensuite dans I'activation plaquettaire ne sont
pas complétement élucidés mais il semble que la stimulation de ces deux récepteurs partagerait
des effecteurs intracellulaires communs qui aboutissent a I'activation de la p38MAPK. Cette
kinase est capable de phosphoryler de nombreux substrats dont la phospholipase A2 (PLA2) qui
conduit a la libération d’acide arachidonique, puis de thromboxane A2 (TXA2). Il a d’ailleurs été
montré que les patients avec SAPL avaient une excrétion urinaire des métabolites du TXA2 plus
importante que des individus sains. Contrairement a la TIH de type Il ou les anticorps dirigés
contre le complexe PF4-héparine activent le récepteur FcyRIl plaquettaire via leur fragment Fc,
I'effet des anti—-B2GPI est dicté par leur fragment Fab qui permet la dimérisation de la B2GPI et

I’'augmentation de son affinité pour les membranes plasmiques (Fig.27).
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Selon les études, entre 4 et 57% des patients avec SAPL présentent des anticorps anti-
PF4-héparine détectés par Elisa et ce, pour certains patients, en 'absence de toute exposition a
I’héparine. Il s’agit en fait tres probablement d’autoanticorps qui n’induisent pas de positivité
des tests fonctionnels de la TIH potentiellement dus, entre autres, a une réaction croisée entre
les anti- B2GPI et les anti-PF4-héparine due a I'interaction récemment décrite entre ces deux

protéines [90].

picai 3? Anti-B2GPI
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Activation cellulaire

Figure 27 : Modéle général d’activation cellulaire par les anti- B2GPI [44].

> Activation des cellules endothéliales :

Physiologiquement, les cellules endothéliales ont des propriétés anticoagulantes
empéchant la formation inappropriée d’un caillot dans la lumiére vasculaire. Plusieurs études ont
montré que les aPL étaient capables d’abolir cet effet anticoagulant en activant les cellules
endothéliales pour leur conférer un phénotype procoagulant en I’absence de toute bréche

vasculaire [91].
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Les anti-B2GPI peuvent, en effet, induire une surexpression de FT et de molécules
d’adhésion par les cellules endothéliales. Comme pour les plaquettes, I’ensemble des effecteurs
cellulaires en jeu dans I’activation des cellules endothéliales n’est pas identifié. Il a, cependant,
été montré que le complexe trivalent anti-B2GPI/dimere de B2GPI interagissait avec I'annexine
A2 au niveau de la membrane des cellules endothéliales [92]. D’autres effecteurs semblent
également intervenir, a ce niveau, comme les récepteurs TLR2 et TLR4, récepteurs des
endotoxines bactériennes de la famille des toll-like récepteur (TLR) et le myeloid differenciation
factor 88 (MyD88) qui est une molécule adaptatrice des TLR. La cascade de signalisation se
poursuit par I'activation de la p38MAPK qui va phosphoryler de nombreux substrats aboutissant
a 'augmentation de I'expression de FT et de molécules d’adhésion dont intercellular adhesion

molecule-1 (ICAM-1), vascular-cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) et la sélectine E (Fig.28).

Il a récemment été proposé que le complexe anti-B2GPI/ B2GPI inhiberait également la
production de NO (monoxyde d’azote) par les cellules endothéliales. Les effets vasculaires qui en
résultent, et en particulier 'adhésion des leucocytes a I’endothélium, participeraient aux
manifestations thrombotiques du SAPL. Au niveau de la surface des cellules endothéliales,
I’interaction entre le complexe anti- B2GPI/ B2GPI et le récepteur ApoER2’ serait ainsi capable
d’activer la phosphatase protein phosphatase 2A (PP2A) qui inhiberait a son tour I'isoforme
endothéliale de la NO synthase (eNOS). La réduction de la libération de NO s’accompagne d’un
dysfonctionnement majeur de I'endothélium en altérant ses interactions avec les leucocytes et en

favorisant ainsi la formation de thromboses [44].
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Figure 28 : Modeéle d’activation des cellules endothéliales par les anti- B2GPI [44].

> Activation des monocytes :

Au niveau des monocytes, |'activation cellulaire induite par les aPL s’accompagne d’une
surexpression de FT [93] et de cytokines pro-inflammatoires dont le TNFa. Cette tendance
procoagulante et pro-inflammatoire des monocytes participe activement a la formation de
thromboses retrouvées dans le SAPL. Les voies de signalisation impliquées dans I’activation des
monocytes et des cellules endothéliales par les aPL partagent de nombreux effecteurs communs.
Ainsi, les complexes anti- B2GPI/ B2GPI qui se fixent a la surface des monocytes vont activer le
complexe TLR24/annexine A2 et la transduction du signal va se poursuivre par I'activation de la

p38MAPK, puis par I’expression de FT et de TNFa (Fig.29).
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Figure 29 : Modéle d’activation des monocytes par les anti- B2GPI [44].
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lll. Syndrome des antiphospholipides (SAPL) :

1. Définition :
Le syndrome des antiphospholipides (SAPL) est une affection auto-immune caractérisée

au plan clinique par des événements thrombotiques ou obstétricaux et au plan immunologique

par la présence d’auto-anticorps favorisant la thrombose [94].

Ce syndrome peut étre primaire, s’il n’est rattaché a aucune maladie définie, ou
secondaire, au cas ou il s’associe avec une autre pathologie telle que les maladies auto-immunes

(le plus souvent un lupus systémique (SAPL associé)) ou d’autre nature.

Les critéres de classification du SAPL établis en 2005 lors de la conférence de consensus
de Sydney, mettant a jour ceux de Sapporo (1999), indiquent la nécessité d’objectiver la
présence d’au moins un des auto-anticorps parmi les suivants : anticoagulant circulant lupique
ou lupus anticoagulants (LA), anticorps anticardiolipine (aCL) et anticorps anti- 2 glycoprotéine
I (B2GPI), chez un malade donné présentant des manifestations cliniques thrombotiques ou

obstétricales pour définir un SAPL.

La présence d’un de ces auto-anticorps doit étre confirmée aprés un intervalle d’au
moins 12 semaines. Cela est justifié par la possibilité pour un malade donné de développer des
anticorps antiphospholipides de facon transitoire dans d’autres circonstances cliniques,
notamment lors d’infections (maladie de Lyme, fievreQ, syphilis, infection a VIH, etc.). La
présence de ces anticorps n’est alors en général pas accompagnée de thrombose et ne

correspond donc pas a un diagnostic défini de SAPL [70].

La classification de Sydney a introduit une sous-classification des patients en fonction
des auto-anticorps détectés. Ainsi, les patients présentant plusieurs auto-anticorps sont classés
en catégorie | tandis que ceux avec un anticoagulant circulant lupique seul, un aCL seul ou un
anti-B2GPI seul sont classés respectivement en catégorie lla, llb et lic. Cette sous-classification a

été justifiée par les experts par la fréquence accrue d’événements cliniques chez les patients
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présentant plusieurs auto-anticorps (catégorie I) par rapport a ceux qui n’en présentent qu’un
seul (catégorie Il) [95]. La difficulté du diagnostic du SAPL réside dans I’association de criteres
cliniques et biologiques. La définition des criteres cliniques est relativement facile, en revanche
celle des criteres biologiques est loin d’étre aisée et ce pour plusieurs raisons : d’une part, la
présence des aPL n’est pas spécifique du SAPL, et d’autre part, les tests utilisés pour détecter les
aPL conventionnels ne sont pas encore standardisés, ne permettant pas de distinguer les APL

spécifiques du SAPL des non spécifiques, et ne détectent pas tous les aPL.

Toutefois, au fil des années, les limites de ces criteres ont été révélées par la diversité
des manifestations décrites chez les patients, ainsi que par I'hétérogénéité du pronostic et la
variabilité de la réponse au traitement anticoagulant. C’est ainsi qu’en septembre 2023 ont été
publiés de nouveaux critéres de classifications du SAPL, suivant une méthodologie de référence
recommandée par les sociétés savantes européennes et américaines (European League Against

Rheumatism (EULAR) et I’American College of Rheumatology [ACR]) [96].

2. Critéres diagnostiques : Cliniques et biologiques.

2.1. Critéres de classification révisés de Sapporo du SAPL (2006) [94]:

a. Criteres biologiques :

Au moins un des critéres biologiques doit étre mis en évidence :

—  Présence d’un lupus anticoagulant a 2 reprises au moins, a 12 semaines d’intervalle au
moins, mis en évidence en suivant les recommandations de I’International Society on

Thrombosis and Haemostasis.

— Anticorps anti-cardiolipide (aCL) d’isotype IgG ou IgM dans le sérum ou le plasma, avec
un titre moyen ou élevé (> 40UGPL ou UMPL, ou > 99¢ percentile), présents a 2 reprises a

12 semaines d’intervalle au moins, par Elisa standardisé.

— Anticorps anti- B2 glycoprotéine | d’isotype IgG ou IgM dans le sérum ou le plasma, avec
un titre moyen ou élevé (> 99e percentile), présents a 2 reprises a 12 semaines

d’intervalle au moins, par Elisa standardisé.
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Classification biologique : Catégorie | : plusieurs critéres biologiques présents (quelle que
soit la combinaison de criteres biologiques positifs). Catégorie lla : anticoagulant circulant

lupique seul. Catégorie llb : aCL seul.Catégorie llc : anti- B2-glycoprotéine | seul

b. Criteres clinigues :

»  Thromboses vasculaires :

La survenue de thrombose domine la symptomatologie associée au SAPL et en fait sa
gravité. La thrombose veineuse profonde est la manifestation thrombotique la plus souvent
rapportée [97], mais les événements thrombotiques peuvent survenir dans les vaisseaux de tous
types, de tous calibres et de toutes localisations. La présence d’au moins un épisode clinique de
thrombose artérielle, veineuse ou de petits vaisseaux quel que soit le tissu ou l'organe, a
I'exclusion des thromboses veineuses superficielles, est ainsi retenue comme un critere clinique

du SAPL.

La thrombose doit étre confirmée par des criteres objectifs validés : aspect sans
équivoque a I'imagerie ou a I’examen histopathologique qui ne doit pas montrer de signes de

vascularite.
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Figure 30 : Physiopathologie des thromboses veineuses et arterielles dans le SAPL [98].

>  Complications obstétricales [34] :

Trois grands types de complications obstétricales sont retenus comme critéres cliniques

du SAPL :

e Au moins une mort feetale inexpliquée survenue au-dela de la 10e semaine de gestation
et sur un foetus morphologiquement normal a I’échographie ou a I’examen anatomo-

pathologique. Ce critéere semble étre le critére obstétrical le plus spécifique du SAPL.

e Au moins une naissance prématurée d’un nouveau-né morphologiquement normal né
avant la 34e semaine de gestation en raison d’une éclampsie, d’'une pré-éclampsie sévéere

ou d’une insuffisance placentaire. Ce critére est plus complexe a apprécier a cause du
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manque de définition bien établie de I'insuffisance placentaire et de I’absence de Iésion
histologique pour la caractériser. Il faut donc prendre en compte plusieurs criteres pour
évoquer l'insuffisance placentaire comme des anomalies des tests de surveillance feetale,
une anomalie du doppler de I’artere utérine (aspect de « notch »), un oligohydramnios ou

un poids de naissance < 10e percentile.

e Au moins 3 fausses couches spontanées consécutives survenues avant la 10e semaine de
gestation, sans cause maternelle anatomique ou hormonale et sans anomalie
caryotypique parentale. Ce troisieme critére clinique est le plus sensible mais le moins
spécifique du SAPL a cause de la trés grande fréquence des fausses couches précoces

chez des femmes indemnes de tout SAPL.

Anti-poGPl antibodies react with decidual cells
Induction of a proinflammatory phanotype

Feta
blood vessals

Umbilical cord

Intervillous space

Maternal Dacidua Trophoblasts
blood vessels

aPL may induce placental thrombosis Anti-f,GP1 antibodies react with trophoblasts
Monocyte, platelet, endothelial Inhibition of proliferation, differentiation;
cell activation; annexin AS shiakd abnormality induction of apoptasis

Figure 31 : Physiopathologie dans les complications obstetricales du sapl [99].

98



Les anticoagulants circulants : Méthodologie diagnostique au laboratoire et implications cliniques
(expérience de laboratoire d’hématologie HMA)

Un délai de plus de 5 ans entre les manifestations cliniques et la positivité des

antiphospholipides ne permet pas non plus de retenir le diagnostic de SAPL [96].

Les manifestations cliniques du SAPL peuvent étre subdivisées en six types (Tableau VI).

Le SAPL est habituellement découvert chez le sujet jeune (moins de 65 ans) [81].

Tableau V: Classification clinigues du SAPL [100].

Syndrome de type I Thrombose veineunse profonde associée on non
a une embolie pubnonaire
Syndrome de tvpe 11 Thrombose coronaire
Thrombose artenelle peniphérique
Thrombose acthique
Thrombose carotidienne

Syndrome de type [II Thrombose de 'artere retimenne
Thrombose de la vemne retimenne
Thrombose cerebrale
Accidents 1schemiques cérébraux transitoires

Syndrome de type IV Association des types I, IT et I11

(rare)
Syndrome de type WV Thrombose placentaire
(pertes foetales) Pertez foetales frequentes au 1= trimestre

Pertez foetales possibles aux 2= et 5= tnmestre
Thrombopenie maternelle (rare)

Syndrome de tvpe IV Presence d’anticorps antiphospholipides zans
manifestations clmiques

2.2. Nouveaux criteres ACR/EULAR du SAPL publiés en septembre 2023 [101] :

IIs mettent I'accent sur les manifestations non-thrombotiques du SAPL en incluant de
nouvelles manifestations cliniques réparties en trois nouveaux domaines : valves cardiaques,
thromboses microcirculatoires, et les thrombopénies (Fig.32). Une autre nouveauté est la
pondération des thromboses macrovasculaires veineuses ou artérielles en fonction de la
présence ou non d’autres facteurs de risque (FDR) au moment de I'évenement thrombotique
(plus un évenement survient en I’absence d’autre FDR, plus le lien de causalité avec les aPL est

probable). Les complications obstétricales ont également été pondérées, diminuant le poids des
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fausses couches précoces ou tardives isolées en I'absence de preuve d’insuffisance
vasculoplacentaire. Du co6té des criteres immunologiques, il n’a pas été ajouté d’autres
spécificités aPL mais le poids des isotypes IgM par rapport aux IgG pour les aCL et af2GPI a été
réduit. Pour classer le patient comme atteint d’un SAPL, il doit avoir au moins 3 points dans les
domaines cliniques et 3 points dans les domaines immunologiques. La durée entre I’événement
clinique et la découverte des aPL a été raccourcie de 5 a 3 ans. En pratique, un patient ayant
présenté un AVC ischémique en présence de plusieurs FDR cardiovasculaires conventionnels et
une positivité (méme a taux tres élevés) pour les aCL et ab2GPI d’isotype IgM isolé persistant,
n’est plus classé comme porteur d’un SAPL alors qu’il I’était dans les criteres de Sapporo. Ces
modifications ont permis d’augmenter la spécificité des criteres de 86% a 99%, au prix d’une
baisse de sensibilité de 99% a 84% par rapport aux anciens critéres de classification. Cette
approche hiérarchisée, pondérée et intégrant un plus large panel de manifestations cliniques est
plus en phase avec la conception actuelle du SAPL et permet de mieux différencier les patients
«immuns » chez qui la responsabilité des aPL est au premier plan dans les manifestations
cliniques, des patients plus « vasculaires » cumulant les autres facteurs de risques, chez qui le
poids des aPL est moindre. Néanmoins, il est primordial de garder a I’esprit que ces critéres ont
été développés a des fins de classification pour la recherche clinique et non pas a des fins
diagnostiques en pratique clinique. De facon pragmatique, ces criteres sont une aide pour le
clinicien, mais devant un tableau clinique compatible avec un SAPL selon I’expert, il ne faut pas
se limiter aux critéres pour poser un diagnostic et mettre en ceuvre des mesures thérapeutiques

adaptées.
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ENTRY CRITERIA
At least one documented clinical criterion, included in domains 1-6 and

criterion

a positive antiphospholipid antibody (aPL) test result (lupus anticoagulant or moderate to high titer of anticardiolipin
antibodies, or anti-fi.2-glycoprotein | antibodies (lgG or IgM) within 3 years of identification of the aPL-related clinical

|

I #Absent — do not attempt to dassify as APS; present — apply additive criteria

|

CLIMICAL AND LABORATORY ADDITIVE CRITERLA
Do not accept as clinical criterion if there exists an equally, or more likely explanation than APS
In each domain, consider solely the highest weight (score) criterion

DOMAINS AND CLINICAL CRITERLA Weight

D1. Macrovascular (venous thromboembaolism [VTE])

— High risk profile for WTE*

— Mo high risk profile for WTE

D2. Macrovascular {arterial thrombosis — AT)

— High risk OVD profile for AT*

— Ma high risk CVD profile for AT

D3. Microvascular

sSuspected one of the following:

— livedo racemosa (physical examination)

— livedoid vasculopathy lesions (physical examination)

— acuteichronic aPL-related nephropathy {(physical examination or laboratory tests?)
— pulmanary hemorrhage (physical examination or imaging)
Established one of the following:

— livedoid vasculopathy (physical examination or pathology®)
— acutefchronic aPl-related nephropathy (pathology)

— pulmanary hemorrhage (BALS or pathalogy)

— myocardial disease {imaging or pathology)

— adrenal hemorrhage (imaging or pathalogy)

D4. Obstetric complications

— = 3 consecutive pregnancy losses at the (pre-fetal (= 10 weeks), or early fetal stage
(10 weeks 0 days—15 weeks & days)

— Fetal death (16 weeks 0 days—33 weeks & days) in the absence of preeclampsia (PEC)
with severe placental imsufficiency (PI1)

— Sewvere PEC (= 34 weeks O days) gr severe Pl (= 34 weeks 0 days) with, or without fetal death
— Sewvere PEC (= 34 weeks 0 days) and severe Pl (= 34 weeks 0 days) with, or without fetal death
D5. Cardiac valve

— Walwe thickening

— Walve vegetation

D6. Hematology

Thrombocytopenia (20-130 = 10%/L)

DOMAINS AND LABORATORY CRITERIA Weight

D7. aPL test by coagulation-based functional assay (lupus-anticoagulant test, LAC)

— Positive LAC {one time)

— Positive LAC {persistent)

D4&. aPL test by solid-phase assay (anti-cardiclipin (aCL) ELISA andfor anti-B;-glycoprotein | antibody
(a-B, GPI) ELISA (persistent)

— Moderate/high® positive Igh (aCL andfor a-f,GPI1)
— Moderate positive IgG {aCL andior a-f,GPID

— high positive (IgG) aCL or afi,;GFl

— high positive (IgG) aCL and ap,GPI

=M E -

TOTAL

Classify as antiphospholipid syndrome for research studies when there are at least 3 points from clinical
domains AND 3 points from laboratory domains

Figure 32 : Criteres de classification ACR/EULAR du SAPL[102].
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3. Autres manifestations hors critéres:

Le SAPL peut également se présenter sous un grand nombre de formes différentes. Les
manifestations cliniques dites associées au SAPL doivent étre distinguées des véritables criteres
cliniqgues du SAPL. Elles sont donc trop peu spécifiques pour étre retenues seules comme critere
diagnostique, mais doivent cependant étre connues du clinicien, car elles peuvent amener a

suspecter ou a conforter le diagnostic de SAPL. Ces manifestations incluent des atteintes :

— Neurologiques : Convulsions, chorée, altération des fonctions cognitives, démence

vasculaire, myélopathie transverse et hypersignaux de la substance blanche cérébrale...

— Cardiologiques : Maladie coronaire précoce, dysfonction diastolique ou systolique

associée a une hypertrophie de la paroi ventriculaire gauche ou au contraire a une

dilatation des cavités cardiaques, hypertension pulmonaire...

— Dermatologiques : Purpura nécrotique, ulcérations cutanées, gangréne séche,

hémorragies sous-unguéales en flammeéches, atrophie blanche souvent trés douloureuse,

anétodermie...

— Hématologiques : Anémie hémolytique mécanique ou autoimmune, exceptionnellement

nécrose de la moelle osseuse avec pancytopénie centrale...

—  Ostéo-articulaires : Ostéonécrose aseptique, perforation de la cloison nasale [103]...
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Figure 33 : Mécanismes impliqués dans les manifestations cliniques du SAPL [4].

4, Syndrome catastrophique des anticorps antiphospholipides CAPS :

Le SAPL peut exceptionnellement se présenter sous une forme rapidement évolutive

responsable de thromboses multiples souvent synchrones, pouvant étre responsable d’une

défaillance multiviscérale menacant le pronostic vital, appelée « syndrome catastrophique des

anticorps antiphospholipides ».

Le SAPL catastrophique est la forme la plus grave du SAPL avec :

— Des signes cliniques d'atteinte de plusieurs organes se développant sur une courte

période de temps (comme la survenue en moins de 7 jours, d’au moins 3 atteintes

d’organes/tissus/systemes), un tableau de défaillance multiviscérale peut associer un

syndrome de détresse respiratoire, une atteinte rénale avec hypertension artérielle

sévére, une atteinte neurologique centrale, une myocardiopathie et des manifestations

digestives ou cutanées.

—  Preuves histopathologiques d'occlusions de petits vaisseaux.
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— Confirmation en laboratoire de I'aPL (test d'anticoagulant lupique (LA); test immuno-
enzymatique (ELISA) d'anticorps anticardiolipine (aCL) et ELISA d'anticorps anti-p2-

glycoprotéine-I (aB2GPl)).

Le CAPS complique moins de 1% des syndromes des antiphospholipides (SAPL), qu’ils
soient primaires ou associés a un lupus systémique. Il peut étre inaugural et donc révélateur du
SAPL (50% des cas environ), ou survenir en cours d’évolution. La survenue du CAPS est volontiers
favorisée par une infection, un geste chirurgical ou un arrét transitoire de I’anticoagulation. La
mortalité a court terme du CAPS a diminué au cours de la derniére décennie et est actuellement

inférieure a 30% [104].

Tableau VI : Criteres de classification du CAPS [104].

1. Atteinte d’au moins 3 organes, systémes ou tissus
2. Développement des symptimes simultanément ou en moins d'une semaine

3. Confirmation anatomopathologique dune occlusion de pelils vaisseaux
dans au moins un organe ou Lissu

4, Confirmation biologigque de la présence d'anticorps antiphospholipides
(présence dun anticoagulant circulant de type lupique ou d'un anticorps
anti-cardiolipine)

CAPS certain : présence des 4 critéres

CAPS probable :

-Présence des critéres 2, 3 et 4 mais atteinte de seulement 2 organes, systémes
Ol LiSsSus

Présence des critéres 1, 2 et 3, mais absence de confirmarion biologique i au
moins 6 semaines d'intervalle, due au décés précoce d'un patient jamais
testé pour la présence d'anticorps antiphospholipides avant la survenue du
CAPS

-Présence des criléres 1, 2 et 4

-Présence des critéres 1, 3 et 4, avec développement du 3% événement clinique
une semaine 4 un mois aprés le début du CAPS, en dépit du traitement
anticoagulant.

L'atteinte rénale est définie par une augmentarion de 50% de la créatininémie, une
HTA sévére (>180/100 mmHg) ou une protéinurie >0,5g/24 heures. Notons que
l'atteinte hématologique ne compte pas comme un « organe » atteint [8]. En 2010,
ces critéres ont été en partie revus par un groupe d'expert lors du 13° congrés sur le
SAPL(Galveston, Erars-Unis). Par analogie aux modifications des critéres du SAPL, le
critére biologique du CAPS (critére 4) inclus maintenant les anticorps anti-B2GPI et
nécessite un contrdle de la biologie antiphospholipides aprés au moins 12 semaines
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IV. Exploration au laboratoire :

1. Anticoaqulant circulant de type lupique :

Pour affirmer le diagnostic d'un anticoagulant circulant de type lupique, quatre
conditions doivent étre remplies (Fig.34) selon les recommandations de ISTH :
— Dépistage : Allongement de tests de coagulation dépendant des phospholipides.

— Mise en évidence d’une activité inhibitrice : Absence de correction des tests de dépistage

qui permet d’affirmer la présence d’un inhibiteur de la coagulation.

— Confirmation de la dépendance en phospholipides de [I'inhibiteur : Correction de

I’allongement du test de dépistage en présence d’un exces de phospholipides saturant
I’aPL présent.

— Exclusion d’une anomalie associée : Absence d’un déficit ou d’un inhibiteur spécifique

d’un facteur de la coagulation masqué initialement par la présence de I’aPL.

Dépistage 2* test de
1% test de Normal | depistage - par | Mormal  Absence
ol | exemple TCA " deLA
axample dRVVT sansible
Adlongemaent Allongemaent
[ cgon J Mélange du | Incubation 2 h . Absence de
I atester |Comaction | a37-C apres |Comection y a_ dsficit on
avec du placma mélange et facteur de
normal avant le test coagulation ?
Absence de Absence de
correction cormechion
Confirmation Ajout de Absonce de  Absence de LA, { Exploration |
phospholipides | coraction . amticoaguiant o des facteurs
au test de circulant deo fype H de la :
dépistage antifacteur ? { coagulation
Correction o
Présence
d'urr LA
Exploration des facteurs de la
- coagulation sur des dilutions
croissantes de plasma du patient
Absence de correction d'un ou
Cormection plusiaurs facteur(s)
- -
Absence de Présence de
coagulopathie associde coagulopatiiefs)
Risgque thromboliqua idof's)
Risgue hamormagique

Figure 34 : Algorithme décisionnel pour mettre en évidence un lupus anticoagulant [34].
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1.1. Etape 1 : Dépistage :

Le dépistage d’un allongement de tests de coagulation dépendant des phospholipides
compte tenu de la grande hétérogénéité des ACC, aucun test ne permet a lui seul, de détecter
I’ensemble des LA, il est donc recommandé d’effectuer au moins deux tests explorant deux
segments différents de la cascade classique de la coagulation Le dépistage de I’anticoagulant

circulant lupique sera considéré comme positif si au moins un des deux tests est allongé.

La réalisation de plus de deux tests est a proscrire car cela augmente sensiblement le
nombre de faux positifs [43] : Voie intrinseque : temps de céphaline avec activateur (TCA), La
sensibilité du TCA aux ACC est variable selon les réactifs. Un TCA normal n’élimine pas la
présence d’un ACC. Voie extrinseque : temps de thromboplastine diluée (TTD). Voie finale
commune : temps de venin de vipére Russell dilué (dRVVT), temps de textarine et d’écarine et le

temps de venin de vipére Taipan.

Les deux tests actuellement recommandés sont le temps de venin de vipéere Russell dilué

(dRVVT) et un temps de céphaline avec activateur (TCA) utilisant un réactif sensible aux ACC.

a. Le temps de céphaline avec activateur (TCA) :

La sensibilité du TCA aux ACC est extrémement variable et est comprise entre 50 et 70%.
Elle dépend du réactif utilisé et, plus précisément, de sa richesse et de sa composition en
phospholipides, ainsi que de I’activateur employé avec par ordre décroissant de sensibilité : la
silice, I'acide ellagique, le kaolin, la celite. La sensibilit¢é du TCA est affectée par toute
augmentation significative du facteur VIII ou du fibrinogene (inflammation, grossesse). De
méme, des résultats faussement positifs des TCA avec les plasmas ayant une concentration
élevée en CRP (C-reactive protein) dans les syndromes inflammatoires sont rapportés [105]. Un
TCA normal n’élimine pas la présence d’'un ACC. Il est recommandé d’utiliser des réactifs pour
TCA pauvres en PL, en particulier phosphatidylserine, et dont la sensibilité a été prouvée par des

études.
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b. Le temps de thromboplastine diluée (TTD) :

Explore les anticoagulants circulants actifs sur la voie extrinséque de la coagulation. Il
consiste a utiliser un réactif thromboplastine dilué dans des proportions et des conditions
variables selon les réactifs de maniére a diluer les phospholipides du réactif et, ainsi, a
sensibiliser le test a la présence d’anticorps antiphospholipides éventuellement contenus dans le

plasma a étudier. La sensibilité du test dépend de la thromboplastine et de la dilution utilisée.

Le TTD est un test trés sensible a la présence d’anticoagulants circulants, mais il est
également tres sensible a la présence d’héparine. Comme le KCT, c’est un test de dépistage et il
n’existe pas de test de confirmation par neutralisation par les phospholipides standardisés.
Plusieurs dilutions de la thromboplastine, correspondant a différentes concentrations de
phospholipides, peuvent étre utilisées. Comme pour le TCA, tous les réactifs n’ont pas la méme
sensibilité vis—a-vis des anticoagulants circulants. L’interprétation des résultats repose sur le
rapport temps de coagulation du plasma du malade / temps de coagulation du mélange a parts

égales du plasma a tester et d’un pool témoin.

c. Le temps de venin de vipére Russel dilué (dRVVT) [70] :

Un test de coagulation explorant la phase finale commune de la coagulation. Ce test a été
proposé pour le diagnostic des anticoagulants circulants de type lupique en 1986. La sensibilité
du test est de I'ordre de 95 a 100% et la spécificité aux alentours de 60%. Le test est insensible
aux inhibiteurs spécifiques dirigés contre les facteurs VI, IX et XI (Ce test est basé sur
I'utilisation d'un venin capable d'activer directement le facteur X en présence de phospholipides
et n'est donc pas influencé par les déficits en facteurs Vllic, IX ou en facteurs du systéme contact

ou par les inhibiteurs dirigés contre ces facteurs).

En revanche, il est sensible aux anticorps dirigés contre le facteur V. La qualité des
réactifs dépend notamment de ’origine géographique et de la saison de récolte des venins. Les
réactifs comportent un réactif de dépistage et un réactif de confirmation mettant en jeu des

phospholipides d’origine variée. Enfin, certains réactifs comportent un inhibiteur de I’héparine
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permettant de réaliser le test chez des patients recevant de I’héparine, tout au moins tant que
I’activité anti-Xa reste modérée. D’autres tests moins courants, mettant également en jeu des
venins de serpent, comme le temps de textarine, le temps d’écarine ou le temps de venin de

vipére Taipan, peuvent étre utilisés en remplacement du temps de venin de vipere Russell dilué.

Russell’s viper venom

FX FXa

4

1 FVa, PL, Ca**

Prothrombin | —> | Thrombin

l

Fibrinogen |—>| Fibrin

Clotting time

Figure 35 : Principe du test dRVVT [106].

1.2. Etape 2 : La mise en évidence d’une activité inhibitrice [34].

Devant l'allongement d’au moins un des deux tests de dépistage, la présence d’une
activité inhibitrice doit étre recherchée par une épreuve de correction. Le plasma a tester est
mélangé a un pool de plasmas normaux strictement déplaquettés par la méme procédure que le
plasma a tester. Des plasmas lyophilisés disponibles dans le commerce peuvent étre utilisés

sous réserve qu’ils aient été validés et certifiés pour la recherche des ACC.

L’épreuve de correction consiste a mélanger a parties égales le plasma a tester avec un
pool de plasmas normaux (témoin), puis a faire un nouveau TCA sur ce mélange. En présence
d’un anticoagulant circulant, le TCA obtenu sur le mélange (malade + témoin) n’est pas
significativement plus court que le temps initialement obtenu sur le plasma a tester. Au
contraire, si le TCA obtenu sur le mélange (malade + témoin) est significativement plus court

que celui initialement obtenu sur le plasma a tester, un déficit en facteur doit étre évoqué.
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Pour objectiver la correction ou la non-correction du TCA obtenue par I’épreuve de
mélange (malade + témoin) il est possible de calculer I'indice de Rosner, selon la formule

suivante : Indice de Rosner :

R Temps du mélange ( M+T ) - Temps du Témoin( T ) 100
_ X
Temps du Malade ( M )

Plus la valeur obtenue pour cet indice, exprimée en pourcentage, est élevée, plus la

suspicion d’anticoagulant circulant est forte.

En pratique, l'interprétation est la suivante : Selon les criteres du Collége francais
d’hématologie : un indice de Rosner supérieur a 13% est en faveur de la présence d’un
anticoagulant circulant, tandis qu’un indice de Rosner inférieur a 13% signe I’absence
d’anticoagulant circulant de titre significatif et selon les critéres de la Société internationale
d’hémostase et thrombose (ISTH) un indice de Rosner supérieur a 15% est en faveur de la
présence d’un anticoagulant circulant, et un indice de Rosner inférieur a 12% est en faveur de
I’absence d’anticoagulant circulant, tandis qu’entre 12 et 15%, le résultat du test est douteux. La
réalisation de mélange mettant en jeu des proportions différentes de plasma a tester et de pool
de plasmas normaux (par exemple 4 volumes de plasma du patient pour 1 volume de pool de

plasma normal).

En regle générale, les anticorps antiphospholipides sont des anticorps d’action rapide : le
mélange plasma a étudier - pool de plasmas normaux peut donc étre testé immédiatement pour
mettre en évidence I'activité inhibitrice liée aux anticoagulants circulants antiphospholipides.
Néanmoins, certaines études ont montré que certains anticoagulants circulants pouvaient étre
d’action lente, comme le sont les inhibiteurs spécifiques dirigés contre le facteur VIII, la variation
de pH observée pendant une incubation d’une heure ou deux heures a 37 °C du mélange du
plasma a tester et d’un pool de plasmas normaux entrainait une modification du pH

potentiellement responsable d’un allongement du TCA sans rapport avec la présence d'un
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anticoagulant circulant et pouvait conduire a des faux positifs dans la recherche d’anticoagulant
circulant. L’utilisation d’un tampon type HEPES pourrait permettre d’éviter ces modifications de
pH et faciliter I'interprétation des résultats des tests réalisés aprés incubation. Cependant,
I'intérét de réaliser un test d’incubation est discuté, en dehors du cas particulier d’un inhibiteur
spécifique dirigé contre le facteur VIIl. Une méthode diagnostique basée sur I'utilisation de deux
TCA incubés respectivement 1 et 10 minutes a également été proposée pour le diagnostic des

anticoagulants circulants.

Tableau VII: Interprétation des valeurs selon le test utilisé [107].

Test Formule Interpretation
TCA Indice de Rosner= <12 négahf
100 (T CA il — 12-15 : doutenx
T CAtemoin) /T CA patient >15 : positif
]
TTD Termps du <1,10 : négatif
melange/temps du 1,10-1,20 : douteux
termoin >1,20 : positif
DEVWVT Temps du <1,10 : negatif
melange/temps du 1,10-1,20 : douteux
témoin >1,20 : positif

1.3. Etape 3 : La confirmation de la dépendance en phospholipides :

IIs ont pour but de démontrer la dépendance en phospholipides de l'inhibiteur, assurant
ainsi un diagnostic différentiel entre les ACC et les inhibiteurs anti-facteurs. Le critére requis a
ce stade de la démarche diagnostique est la spécificité, pour cela, la meilleure procédure
consiste a reprendre le(s) test(s) de dépistage initialement perturbé en augmentant la teneur en
phospholipides du réactif, afin de "neutraliser" ou de diminuer significativement l'effet de
I'inhibiteur, s'il s'agit bien d'un ACC [108]. Les phospholipides apportés doivent étre en
bicouches ou en phase hexagonale et l'utilisation d’extraits plaquettaires comme source de

phospholipides est a proscrire car peu reproductible.
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Si 'inhibiteur présent est bien un ACC, on observe une correction au moins partielle de
I’allongement du test. Le résultat est exprimé en pourcentage de correction : [(dépistage -
confirmation)  dépistage] x 100 ou, plus simplement, en ratio normalisé
(dépistage/confirmation). Dans tous les cas la valeur limite du test doit étre déterminée

localement par le calcul du 99e percentile.

1.4, Etape 4 : Exclusion d’une anomalie de la coagulation associée.

Une fois la présence d’un ACC affirmée, il est nécessaire d’éliminer une autre cause
d’allongement des tests de dépistage possiblement présente et masquée par les ACC. Devant un
allongement tres marqué du TCA ou du dRVVT il est donc nécessaire d’explorer respectivement
les facteurs de la voie endogene (VIII, IX, XI et XIl) ou les facteurs du complexe prothrombinique

(I, Vv, VII et X).

La présence d’un ACC peut interférer avec les dosages chronométriques des facteurs
explorés par le TCA entrainant un déficit apparent en un seul ou, plus fréquemment, en
plusieurs facteurs. Ceci doit conduire a la réalisation de dosages des facteurs du TCA sur des
dilutions croissantes du plasma testé en appliquant au résultat le facteur de correction lié a la
dilution. Si I’abaissement du taux des facteurs est induit par ’ACC on observe alors une
normalisation du taux des facteurs au fur et a mesure des dilutions. En cas de doute, notamment
et surtout pour le dosage du facteur VIl pour lequel cette méthode de dilution ne suffit pas
toujours, le recours a des méthodes de dosage chromogéniques non influencées par I’ACC doit

étre envisagé [109].

Devant un allongement concomitant du temps de Quick et du TCA, on doit exclure
I’éventualité rare d’un déficit acquis en prothrombine associé a la présence d’un anticoagulant
circulant lupique, qui peut s’accompagner d’un grave syndrome hémorragique «LA-
hypoprothrombinaemia syndrome» qui est dii a la présence d’anticorps anti-prothrombine non

neutralisants mais responsables d’une épuration rapide des complexes antigéne-anticorps.
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Il faut noter que si la détection d’anticoagulant circulant lupique suit une démarche qui
est bien standardisée, il n’existe actuellement aucun moyen de les quantifier. Le résultat rendu
est donc strictement qualitatif (présence ou absence de lupus anticoagulant). Il n’existe aucune
procédure de standardisation permettant de comparer un échantillon par rapport a un autre

[110].

2. Autres anticorps antiphospholipides :

Notre laboratoire d'hématologie est spécialisé dans la recherche des anticoagulants
circulants de type lupique, tandis que les autres antiphospholipides sont détectés dans le

laboratoire d'immunologie a I'aide de la méthode Elisa.

2.1. Anticorps anti-cardiolipine :

Les tests Elisa détectent les aCL d’isotype IgG (quantifiés en unité GPL, isotype G
phospholipid) et IgM (quantifiés en unités MPL, isotype M phospholipid) en fonction du standard

proposé par Harris et al [111].

Du fait que les aCL au cours du SAPL reconnaissent un complexe cardiolipine/cofacteurs,
les tests Elisa doivent utiliser des solutions de saturation ou de dilution des échantillons
contenant du sérum ou du plasma d’origine animale afin d’apporter les cofacteurs nécessaires a
la réactivité de ces anticorps. Cela est nécessaire pour éviter des faux négatifs. Néanmoins, il
faut noter que les aCL observés, le plus souvent de facon transitoire, au cours de pathologies
infectieuses ne sont pas dépendants de la présence de cofacteurs dans le milieu réactionnel, et
réagissent avec la cardiolipine seule [112]. De ce fait, les tests Elisa-aCL ne permettent pas de
distinguer les aCL dépendants en cofacteur présents au cours du SAPL des aCL induits au cours
de pathologies infectieuses. Cela souligne la nécessité de réaliser d’autres tests dont la
recherche d’anticorps anti B2GPl et de répéter les tests a 12 semaines d’intervalle afin de

confirmer au plan biologique le SAPL.
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Malgré l'utilisation des standards de Harris, les réactifs utilisés pour le dosage des aCL
par Elisa ne sont pas standardisés, en raison notamment de l'utilisation de différents tampons
dans la mise au point de ces réactifs. Ainsi, il persiste de grandes variabilités entre les réactifs
commercialisés et les lots d’'un méme réactif. Il est important de tenir compte de cette variabilité
pour interpréter des modifications de taux chez un méme malade ou pour interpréter des
valeurs proches du seuil de positivité. Il est donc recommandé que le suivi biologique,
notamment la surveillance de la présence d’aCL, soit réalisé dans le méme laboratoire et si

possible avec le méme réactif [113].

Les tests Elisa aCL conventionnels ou les tests immunologiques plus récents
(chimioluminescence), mettent en évidence, sans permettre de les distinguer, au moins trois

types d’anticorps [76] (Fig. 36) :

— Ceux qui reconnaissent le domaine 1 de la B2GPI qui sont les plus pathogénes et se
rencontrent dans le syndrome des antiphospholipides associés ou non au lupus
érythémateux systémique (LES). Ces anticorps sont essentiellement d’isotype IgG, de sous
classe IgG2, pouvant étre associés a la présence d’IgM, et leur présence est durable. La
présence isolée d’aCL d’isotype IgM dans le SAPL est une situation peu fréquente,

rencontrée chez 12,2% des 1000 patients avec SAPL de la cohorte européenne.

— Ceux reconnaissant les autres domaines de la B2GPI dont la signification pathologique

n’est pas établie.

— Ceux reconnaissant uniquement la cardiolipine de facon indépendante de la B2GPI («
vrais » aCL) qui sont observés dans les infections. lls sont d’'isotype IgM ou IgG de sous-
classe IgG3 et présents de facon transitoire (disparaissent en 8 a 10 semaines). Certaines
infections chroniques (infection par le VIH, lépre) peuvent s’accompagner d’aCL
persistants dans le temps. Des aCL reconnaissants la B2GPl s’observent dans deux

infections : la lepre et I'infection par le parvovirus B19.
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Figure 36 : Anticorps détectés par I’Elisa aClL [76].

2.2. Anticorps anti-p2GPI :

La possible détection directe des anticorps anti-B2GPI, en I'absence de phospholipides
(B2GPI-Elisa) a été décrite par plusieurs équipes au début des années 1990 [114].Cette détection
impose l'utilisation de microplaques particulieres, constituées de polystyrene irradié ou de
chlorure de polyvinyle. L’irradiation des plaques, en créant des résidus carbonyl chargés
négativement, mime le changement conformationnel de la b2GPI induit par leur liaison aux PL, et
surtout augmente la densité antigénique au fond des puits permettant une meilleure fixation des
anticorps qui ont une faible affinité. L’antigéne immobilisé sur la plaque irradiée est de la B2GPI
humaine purifiée et le tampon de saturation et de dilution des échantillons ne contiendra pas de
B2GPI, le PBS peut par exemple étre utilisé. Malgré son apparente plus grande simplicité, ce
B2GPI ELISA souffre du méme manque de standardisation que son ainé, le CL-Elisa, et un effort
de standardisation de cet Elisa a été entrepris et se poursuit dans le cadre du forum européen
sur les anticorps antiphospholipides qui recommande I'utilisation d’anticorps monoclonaux anti-

B2GPI comme standards de calibration.
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L’étude menée par le forum européen a montré que la cause principale de variabilité est
la qualité de la préparation de la B2GPl dont les étapes de purification peuvent induire des
modifications structurales modifiant I'expression des épitopes. Elle existe sous deux états
conformationnels, 'un circulaire et circulant dans le plasma et I'autre ouvert et lié aux PL

(Fig.37).

*Antigenic cryptic epitopes

Priospholipid LPS KEARADAARRRANAAR
Binding site Binding site UUUUuuuUuUuyuuyyLY
OO RIIETRTETKK,

Closed conformation Open conformation

Figure 37 : Deux formes de la protéine béta 2-glycoprotéine | (B2GPI) [115].
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Partie Il : Discussion de nos résultats:

l. Données épidémiologiques :

1. Sexe :

Dans la littérature (Tableau VIII), plusieurs études ont démontré une nette prédominance
féminine. Une étude rétrospective a été réalisée entre juin 2016 et mai 2018 par Pramod Pamu
[116] en Inde sur une population de 311 patients ACC positifs a montré que les femmes

constituaient la majorité des patients avec un sex-ratio homme/femme de 0,35.

Dans une autre étude rétrospective réalisée en 2017 par Posch et ses collegues [117]

chez 150 patients porteurs d’ACC, le sex-ratio homme/femme était de I'ordre de 0,22.

En service de rhumatologie a l'université de Padoue en ltalie, Mattiaa et all [118] ont
réalisé une étude comprenant 180 sujets testés positifs a I'anticoagulant circulant lupique (144

femmes et 36 hommes) : le sex-ratio homme/femme était de 0,25.

M.Morgan et all [119] ont montré que, sur les 125 patients ACC positifs, 55,2% étaient

des femmes, le sex-ratio homme/femme était de I'ordre de 0,81.

Au sein d'une vaste cohorte rétrospective de patients chinois ACC positifs, les femmes
constituaient 81% de lI'ensemble de la population étudiée avec un sex ratio homme/femme de

0,23 [120].

Dans notre série, nous avons trouvé une prédominance masculine a 55,5% contre 44,5%
des femmes. Le sex-ratio homme/femme est de l'ordre de 1,25, ce qui est discordant avec les
données de la littérature ou nous constatons une nette prédominance féminine. Ceci est
probablement di a un biais de sélection, car I'étude était faite a I'hopital militaire, ou le

recrutement est majoritairement masculin.
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Tableau VI : Comparaison selon le sexe dans notre série et d’autres séries de la littérature.

Série Pays Femmes Hommes
E. Mattiaa et all [118] Italie 80% 20%
M. Morgan et all [119] Australie 55,2% 44,8%
Posch et all [117] Autriche 81,3% 18,7%
Tang et all [120] Chine 81% 19%
Lambert et all [121] France 75,33% 24,67%
Pengo et all [122] Italie 63,9% 36,1%
Pamu [116] Inde 67,24% 32,76%
Averina et all [123] Norvege 82% 18%
L.Moschetti [124] France et Italie 67,20% 32,80%
Gebhart et all [125] Autriche 82% 18%
N. Magy et all [126] France 52% 48%
Notre série Maroc 44 5% 55,5%
2. Age:

Selon I'étude menée par Mattiaa et ses collegues [118] I'dage moyen de la population était
de 47,7 ans. L'dge moyen de la population dans la cohorte de Tang et ses collaborateurs [120]
était de 34,6 ans. Dans les études de Averina et all [123], L.Moschetti et all [124], Gebhart et all
[125], N. Magy et all [126], Posch et all [117], Lambert et all [121] et Pengo et all [122], I'age
moyen de la population était respectivement de 43 ans, 36 ans, 45,6 ans, 54 ans, 41,3 ans, 46

ans et 46,1 ans.

Dans notre série, comme dans la littérature, notre population ACC positif était
relativement jeune, I'dge moyen des patients était de 40,37 ans, avec des extrémes allant de 20

ans a 58 ans. 66,66% des patients étaient agés entre 30 et 50 ans.
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Tableau IX : Comparaison selon I’dge moyen dans notre série et les autres séries de la littérature.

Série Pays Age moyen
Averina et all [123] Norvege 43 ans
L.Moschetti [124] France et Italie 36 ans
Gebhart et all [125] Autriche 45.6 ans
N. Magy et all [126] France 54 ans
E. Mattiaa et all [118] Italie 47,7 ans
M. Morgan et all [119] Australie 51 ans
Posch et all [117] Autriche 41,3 ans
Tang et all [120] Chine 34,6 ans
Lambert et all [121] France 46 ans
Pengo et all [122] Italie 46,1ans
Notre série Maroc 40,37 ans
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II. Antécédents :

Dans notre série, les antécédents les plus fréquents chez les patients qui sont testés
positifs pour I'anticoagulant circulant lupique étaient : les thromboses veineuses et artérielles
70,37%, les maladies auto-immunes 29,62% (Behcet 14,82%, lupus 7,40%, syndrome de
Gougerot-Sjogren 3,70% et thyroidite auto-immune 3,70%) et les fausses couches a répétition

14,81%.

Dans une étude observationnelle prospective sur des personnes ACC positifs, 65,56% des
patients avaient une maladie thromboembolique, 26,50% des patients avaient des antécédents

de complications de grossesse [124].

En Australie, une étude rétrospective faite sur des patients avec un ACC positif a trouvé
que 34% des patients avaient un LED, 13% avaient des maladies vasculaires cérébrales (infarctus

ou accidents ischémiques transitoires) et 32% avaient des thromboses veineuses [119]

En 2017, une étude en Autriche [117] a trouvé que 14% de la population ACC positif
avaient des thromboses artérielles, 56% avaient des thromboses veineuses, 42,6% avaient des
complications de grossesse, 32% avaient des maladies rhumatismales auto-immunes (lupus
érythémateux disséminé (LED) dans 19,3% des cas et des maladies de type lupique dans 12,7%

des cas).

Une étude menée aux Etats-Unis entre le ler juillet 2013 et le 30 mai 2015 sur des
patients ACC positifs a montré que les étiologies les plus fréguemment observées chez la
population étudiée sont les thromboses dans 30,5% des cas et les complications de grossesse

dans 2,60% des cas [127].

Dans une étude chinoise réalisée sur 353 patients présentant un anticoagulant circulant

lupique positif, 49,3% des patients avaient un LED [120].
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Dans une étude multicentrique en Italie, 29 centres ont participé et ils ont fourni des
échantillons de plasma provenant de 302 patients ACC positifs, 60% des patients avaient eu un
épisode de thromboembolie, 5% des complications obstétricales, 18% un lupus érythémateux

disséminé et 8% des connectivites [122].

Dans une étude de 227 patients ACC positifs, 51,10% avaient un SAPL avec ces
manifestations suivantes [thrombose artérielle (25,86%), thrombose veineuse (33,62%),
thromboses artérielles et veineuses (11,20%), événements obstétricaux (29,31%)], alors que

12,33% des patients avaient un LED et 6,16% souffrant d'autres maladies auto-immunes [121].

Une étude indienne sur 116 patients ACC positifs a révélé que 37,9% de la population
avait un lupus, 18,1% avait une fausse couche a répétition, 21,5% avait une thrombose veineuse

profonde et 11,2% avait un AVC [116].

Une étude rétrospective observationnelle au centre hospitalier universitaire St Thomas de
Londres a montré que 71,42% des fausses couches récurrentes, 85,71% des pertes feetales
tardives ou accouchement précoce en raison d'un dysfonctionnement placentaire et 85,36% des

SAP thrombotiques sont survenus chez des patientes avec un ACC [128].

Nos résultats sont donc concordants avec les données de la littérature, qui montrent que
les thromboses veineuses et artérielles et les maladies auto-immunes figurent parmi les

antécédents les plus fréquents chez les patients diagnostiqués avec un ACC.
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lll. Indications de recherche des ACC :

En 2020, le Scientific and Standardization Committee for lupus
anticoagulant/antiphospholipid antibodies of the International Society on Thrombosis and
Haemostasis recommande d’effectuer un test pour I'anticoagulant circulant lupique ainsi que le
test pour I'aCL et pour I'aB2GPI, afin d'évaluer le profil de risque chez les patients susceptibles

d'étre atteints d’un SAPL [129,130] :

> Les patients plus jeunes (< 50 ans) présentant une thromboembolie veineuse (TEV) non

provoquée.
> TEV dans des sites inhabituels.

> Les patients plus jeunes (< 50 ans) ayant subi un accident ischémique, un accident

ischémique transitoire (AIT) ou d'autres signes d'ischémie cérébrale.
> Thrombose artérielle dans d'autres sites chez des patients plus jeunes (<50 ans).
» Thrombose microvasculaire.

> MTEV (maladie thromboembolique veineuse) récurrente inexpliquée par une
anticoagulation sous-thérapeutique, I'inobservance du traitement par le patient ou par

une tumeur maligne.

> Morbidité maternelle : perte feetale aprées 10 semaines, fausses couches précoces
récurrentes (premier trimestre), prématurité (< 34 semaines de gestation) associée a une
(pré)éclampsie sévere, syndrome HELLP, insuffisance placentaire (retard de croissance

foetale).

> Lupus érythémateux disséminé : le dépistage de I'anticoagulant circulant lupique fait

partie des criteres de diagnostic et contribue a I'évaluation du risque [131].

Le test de I'anticoagulant circulant lupique peut étre envisagé aussi dans les situations

suivantes selon les recommandations de ISTH/SSC 2020 [129] :
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> Thrombocytopénie immunitaire, en particulier en présence d’arthralgies ou d’arthrite,

perte de cheveux, sensibilité au soleil, aphtes, éruption cutanée, thromboembolie.

> Livedo reticularis, en particulier en présence de symptomes d'autres maladies auto-

immunes systémiques, ou d'une légere thrombocytopénie.

> Les patients plus jeunes (< 50 ans) avec des manifestations cliniques hors criteres, c'est-
a-dire celles qui ne sont pas incluses dans les critéeres de Sydney: par exemple
dysfonctionnement cognitif, cardiopathie valvulaire avec présence de signes d'autres

maladies auto-immunes systémiques.

> Les patients plus jeunes (<50 ans) a la suite d'une MTEV provoquée lorsque le facteur

environnemental provocant est disproportionnellement faible.

> Les patients présentant un allongement inexpliqué du temps de céphaline avec activateur

(TCA) en tant que découverte fortuite.

Dans le cadre d'une étude, Averina et ses collaborateurs [123] ont évalué la présence d’un
anticoagulant circulant lupiques dans une population qui présentait ces manifestations
cliniques :

> Evénements thromboemboliques non provoqués et non expliqués.

> Complications obstétricales (éclampsie, pré-éclampsie, avortements spontanés

multiples, déces d'un feetus morphologiquement normal).
>  Lupus érythémateux disséminé et polyarthrite rhumatoide.

Au sein du service de rhumatologie en Italie, Mattiaa [118] avait effectué une recherche des

ACC chez des patients :

> Susceptibles d'étre atteints d’un SAPL (2,22% ont subi des pertes foetales, 1,11% des
haissances prématurées, 1,11% des avortements spontanés consécutifs inexpliqués,
18,88% une thrombose artérielle, 12,75% une thromboembolie veineuse, 8,90%
thrombose veineuse et artérielle et 11,69% ont présenté a la fois des événements

vasculaires et obstétriques).
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> Avec des maladies auto-immunes.
>  Ayant un rhumatisme psoriasique/psoriasis.

Comme dans la littérature et suivant les recommandations de I'ISTH /SSC, le motif de

détection des ACC dans notre population étudiée était :
> Thromboses veineuses ou artérielles non provoquées et non expliquées chez 57,89%.
> Maladie auto immune (LES et thyroidite auto-immune) chez 18,43%.
> Fausses couches spontanées précoces multiples chez 10,52%.
> Accouchement prématuré chez 5,27%.

>  Allongement inexpliqué du TCA chez 7,89%.

IV. Diagnostic des ACC : Etape pré-analytique.

La Société internationale de thrombose et d'hémostase (ISTH) et [Institut des
normes cliniques et de laboratoire (CLSI) ont élaboré des lignes directrices qui fournissent des

informations détaillées sur la phase préanalytique des bilans des ACC [129,132].

Le sang veineux doit étre prélevé dans 0,109 mmol/L de citrate de sodium avec un
rapport sang/anticoagulant de 9/1. La concentration en citrate est trés puissante pour modifier
le temps de coagulation, et il est donc nécessaire de respecter strictement la méme

concentration pour pouvoir interpréter correctement les résultats au fil du temps [133].

Le patient doit idéalement étre prélevé avant toute mise sous anticoagulants. Les
anticoagulants de toutes espéces sont capables d'allonger les temps de coagulation des tests
PL-dépendants, ce qui rend difficile l'interprétation des résultats des tests des ACC. Plusieurs
médicaments (les antibiotiques comme I'amoxicilline, la pénicilline et la streptomycine, les
antiarythmiques, la chlorpromazine, les immunosuppresseurs, les antihypertenseurs comme
I'acébutolol et le propranolol) et vaccins (hépatite B) peuvent occasionnellement étre associés a

une positivité de I’anticoagulant circulant lupique [134, 135].
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Les tests des ACC sur des échantillons hémolysés doivent étre évités. D’apres une
étude, 53,9% des membres inscrits au SSC de I'ISTH ont déclaré gu'ils restreindraient les tests si
I'échantillon est hémolysé, 37% parmi eux rejetteraient tout échantillon présentant une hémolyse
visible, tandis que le reste fixe des limites basées sur la concentration d'hémoglobine
plasmatique. 29,1% ont déclaré qu'ils limiteraient les tests de I’anticoagulant circulant lupique si

I'échantillon est lipémique, alors que 18% si I'échantillon est ictérique [136].

Le délai d'analyse apres le prélevement et la centrifugation du sang peut étre un autre
facteur crucial pour la qualité des résultats. Des observations suggerent que les tests devraient

étre effectués sur du plasma frais (dans les 4 heures suivant le prélevement) [133].

Le prélevement doit étre rendu pauvre en plaquettes (numération plaquettaire finale <
10x 109/L) par double centrifugation (2000g pendant 15 min) a température ambiante. La
présence de plaquettes dans le plasma peut affecter I'interprétation des tests des ACC et peut
conduire a un résultat faussement négatif en raison de la présence de phospholipides anioniques
a la surface des plaquettes. L'ultracentrifugation (5000g) peut générer des microparticules, qui
peuvent également interférer avec le test de I'anticoagulant circulant lupique, c'est pourquoi elle
est également déconseillée. Auparavant, la filtration de I'échantillon de plasma sur des filtres de
0,22m pour éliminer les plaquettes était une procédure mise en ceuvre pour contourner le
probleme de la contamination de I'échantillon de plasma par les plaquettes. Cette procédure
peut entrainer une perte de FVW et par conséquent, de facteur VI, ce qui conduit a un
allongement des tests de coagulation sensibles au facteur VIII a savoir le TCA [137]. C'est pour
cette raison que la filtration sur des filtres en acétate de cellulose n'est pas recommandée, bien

gu'elle soit trés performante pour I'élimination des plaquettes [138].

Une centrifugation correcte est donc essentielle pour la réussite des tests, en particulier

avec des anticorps de faible titre [139].
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Dans des situations, ou le bilan est déféré, nous pouvons avoir recours a la congélation,
mais ce probléme peut étre exacerbé par l'utilisation de plasma congelé (dans les situations ou
I'analyse immédiate de I'échantillon n'est pas possible), car les cycles répétés de
congélation/décongélation peuvent perturber la membrane plaquettaire, libérant un exces de PL
[140]. C'est pourquoi les lignes directrices de I'ISTH ne suggerent qu'un seul cycle de
congélation et de décongélation. En congelant le plasma dans les 4 heures qui suivent le
prélevement, en le décongelant rapidement a 37 °C pendant 5 minutes dans un bain d'eau par
immersion totale, et en I'analysant dans les 4 heures [129], C'est la méthode utilisée dans notre
laboratoire ou la décongélation est effectuée le jour ou le test sera réalisé. Selon les directives
du CLSI, le plasma congelé peut étre conservé pendant 14 jours a -20 ° C et pendant 6 mois a -
70 ° C [132]. Une étude récente a rapporté la persistance du méme résultat du dRVVT et du TCA
avant et apres une congélation/décongélation [140]. Contrairement a une autre étude, l'effet de

la congélation-décongélation sur le dRVVT conduit a des résultats faussement négatifs [141].

L’ISTH met l'accent sur la nécessité de réaliser des tests systématiques avant de débuter
une recherche de I'anticoagulant circulant lupique : le temps de Quick, le TCA, le TT et le
fibrinogene pour obtenir des informations sur I'état de l'anticoagulation ou la coagulopathie et
de mesurer l'activité anti-FXa en méme temps que le test de I’anticoagulant circulant lupique
chez les patients dont on sait qu'ils prennent une HBPM ou une HNF (L'incorporation

d'informations sur l'anticoagulation du patient dans la demande est obligatoire).

Dans notre série les échantillons de sang ont été prélevés dans un tube contenant du
citrate trisodique 0,109 M (1 volume de citrate pour 9 volumes de sang). Tous les échantillons
ont été mélangés de maniere adéquate et ont été traités dans les 4 heures qui ont suivi la
ponction veineuse. Le plasma pauvre en plaquettes a été préparé par centrifugation a 2500 g

pendant 5 minutes a 20 °C.

L'activité anti-FXa n'a pas été mesurée chez les patients recevant une HBPM.
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V. Diagnostic des ACC : Etape analytique.

1. Précautions et algorithmes :

L'anticoagulant lupique est I'un des trois criteres biologiques pour l'identification du
syndrome des antiphospholipides (SAPL) [142]. L'évaluation précise de I’anticoagulant circulant

lupique est essentielle pour le diagnostic et la prise en charge des patients atteints de SAPL.

La détection de I'anticoagulant lupique est basée sur des tests de coagulation
fonctionnels dépendant des phospholipides (PL). Le diagnostic au laboratoire des anticoagulants
circulants lupiques est difficile, cela est dii en grande partie a I'hétérogénéité des anticoagulants
circulants lupiques qui réagissent avec des épitopes mal caractérisés sur des protéines associées

a des phospholipides chargés négativement.

L'analyse des anticoagulants lupiques est entravée par l'absence de référence et
exacerbée par I'hétérogénéité des anticorps, la variabilité des réactifs et les incohérences dans
I'interprétation des données brutes [143], les interférences, par exemple entre la thérapie
anticoagulante et certaines protéines de réponse a la phase aigué [144] compliquent la
méthodologie du diagnostic et entravent I’interprétation des résultats, aucun test n'est capable
de détecter tous les anticoagulants circulants lupiques. En effet, les enquétes réalisées
principalement en Europe et en Australie au cours des 10 dernieres années ont montré une

sensibilité et une spécificité variables des tests des anticoagulants circulants lupiques [145].

1.1. Moment du test des ACC :

Le moment choisi pour effectuer les tests est un point crucial pour éviter les situations

potentiellement propices a une mauvaise interprétation des résultats [132].

Les directives actuelles recommandent d'éviter le test de I’anticoagulant circulant lupique
pendant un événement thrombotique aigu ou un épisode infectieux aigu [129]. Et s’ils sont

effectués pendant la phase aigué doivent étre interprétés avec prudence [146].
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En raison des interférences, les niveaux élevés de FVIIl donnent un raccourcissement du
TCA [147], la protéine C-réactive (CRP) interfere avec les PL dans le réactif et allonge les tests de
coagulation dépendant des PL [105]. Le premier peut masquer I’anticoagulant circulant lupique
et le second peut donner des résultats faussement positifs.

Néanmoins, les tests pendant la phase aigué peuvent s'avérer nécessaires, par exemple
chez les patients suspectés d'avoir un SAPL catastrophique [148]. La recherche de I'anticoagulant
circulant lupique peut également étre utile chez les nouveaux patients victimes d'un AVC chez
qui un SAPL est cliniqguement suspecté, afin de décider si le patient bénéficierait d'un traitement
anticoagulant plutét que d'un traitement antiplaquettaire pour prévenir les accidents vasculaires
cérébraux récurrents [149].

Pendant la grossesse, de nombreux facteurs de coagulation sont physiologiquement
augmentés (en particulier le facteur VIII) [150], ce qui rend l'interprétation des résultats difficile,
I'ISTH recommande que dans ce contexte les résultats soient pris en compte avec prudence
[129]. Une étude a suggéré que le test LA au cours du premier trimestre est fiable et suffisant
pour évaluer le risque [151], une autre suggere que le test doit étre effectué apres
I'accouchement afin d'établir le statut réel de I'aPL, méme si le moment optimal du test apres
I'accouchement n'a pas été établi. Dans une étude, les augmentations des taux de facteurs de
coagulation sanguine induites par la grossesse ont été signalées comme disparaissant dans les 6
semaines suivant post-partum, et les résultats de I'anticoagulant circulant lupique sont revenus
a leur niveau de base trois mois aprés l'accouchement [151].

Le test de I'anticoagulant circulant lupique devrait étre effectué chez des patients ne
prenant aucun anticoagulant. La recherche des ACC chez les patients anticoagulés fait
actuellement l'objet d'un grand débat. Une directive récente du comité scientifique et de
normalisation de I'lSTH pour les anticorps anticoagulants/antiphospholipides du lupus a répondu
a cet argument [152], concluant que la détection des ACC pendant I'anticoagulation reste un défi
et selon les recommandations de I'ISTH 2020 [129], le test de I'anticoagulant circulant lupique
peut étre cliniquement souhaitable chez les patients anticoagulés en respectant les points

suivants:
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> Chez les patients traités par AVK, l'interprétation des résultats des ACC est difficile en
raison de l'allongement du temps de coagulation basal. Dans la mesure du possible,
effectuer le test de I’anticoagulant circulant lupique 1 a 2 semaines apres l'arrét de I'AVK,

en tenant compte de la transition vers ['HBPM.

> Si les patients sont testés au cours d'un traitement par I’HBPM, les échantillons doivent
étre prélevés, dans la mesure du possible, au moins 12 heures aprés I'administration de
la derniere dose d'HBPM, et le plus pres possible de la dose suivante, les niveaux
d'activité anti-FXa étant vérifiés en méme temps que le test d’anticoagulant circulant

lupique.

> Si possible, interrompre temporairement I'anticoagulation par AOD (sur une base
pragmatique et empirique, au moins 48 heures aprés la derniére dose, et plus longtemps
chez les patients souffrant d'insuffisance rénale), le test d’anticoagulant circulant lupique

peut étre effectué, le taux de I’AOD étant vérifié en méme temps que le test.

Un questionnaire d'enquéte a été élaboré [136] pour tous les membres inscrits au SSC de
I'ISTH qui ont été invités a donner leur avis sur le test d’anticoagulant circulant lupique. Les
réponses au questionnaire n'ont pas permis de dégager un consensus sur le moment du test en
cas d'événement thrombotique. Les réponses les plus fréquentes étaient les suivantes : effectuer
le test a tout moment apres un événement thrombotique (37,6%), tandis que 33,7% ont déclaré
gue le moment dépendait de la situation clinique, alors que 13,8% ont déclaré qu'ils ne
savaient pas ou étaient incertains. En ce qui concerne le moment du test par rapport a la
grossesse, la majorité (60%) a déclaré que le test de I'anticoagulant circulant lupique pouvait étre
effectué a tout moment de la grossesse, 20% d'entre eux ont indiqué que le dépistage des ACC
devait étre reporté a au moins 6 semaines aprés la grossesse, alors que 16,7% ont déclaré ne pas

savoir ou étre incertains.
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Dans notre laboratoire, la plupart des demandes de tests étaient faites au moment de
I'hospitalisation des patients dans différents services, y compris les patients hospitalisés pour
des événements thrombotiques. Lorsque nous demandons que le test soit effectué a distance de
I'événement thrombotique, les conditions ne le permettaient pas. Par conséquent, nous adoptons
une stratégie consistant a effectuer le test a tout moment pendant I'événement thrombotique et

a interpréter les résultats avec prudence.

Dans notre série, les patients sous HBPM ont été prélevés 12 heures apres
I'administration de la derniére dose. Pour les patients sous AOD et sous AVK, nous manquons
d'informations pour savoir si les patients ont temporairement interrompu leur traitement avant
que le test de I'anticoagulant circulant lupique ne soit effectué.

1.2. Choix des tests :

Il existe de nombreuses preuves que l'association du dRVVT avec un TCA adéquat permet
d'obtenir des taux de détection élevés, ce qui confirme les recommandations de toutes les
directives [129,136,153,154]. Le dRVVT est recommandé pour sa spécificité et sa robustesse et

le TCA pour sa sensibilité [155].

Les lignes directrices les plus récentes de I''STH 2020 [129] recommandent d'utiliser au

moins deux tests basés sur des principes différents :

» Un test sensible aux ACC dérivé du TCA (composition PL appropriée et faible

concentration et de préférence de la silice comme activateur).
> Le dRVVT.

L’ISTH indique aussi que l'anticoagulant circulant lupique doit étre considéré comme
positif si I'un des deux tests donne un résultat positif au cours des trois étapes (dépistage-
mélange-confirmation). La position en faveur de l'utilisation exclusive du dRVVT et du TCA
découle principalement de la possibilité d'une augmentation des résultats faussement positifs en
raison de l'utilisation d'un plus grand nombre de tests, ce qui a pour effet de promouvoir des

pratigues communes et de réduire la variabilité inter-laboratoires [156].
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Dans le cadre de ce processus, il faut reconnaitre qu'il existe une variation inter-réactifs
des préparations de dRVVT et de TCA provenant de différents fabricants, en particulier pour le

TCA, ce qui peut entrainer une variabilité dans les résultats en fonction des fabricants [157].

Le choix de I'activateur du TCA a été limité a la silice. Il a été démontré par la suite que
l'acide ellagique en tant qu'activateur du TCA peut présenter une sensibilité acceptable, du
moins avec certains réactifs du TCA, bien qu'avec des rapports normalisés plus faibles pour
I'étape de dépistage [158].

Les variations de performance des réactifs sont principalement dues aux différences de
composition des PL [159], bien que des différences puissent étre apparentes lorsque I'on utilise

différents types d'analyseurs [160], et que I'hétérogénéité du venin peut affecter le dRVVT [161].

D'autres tests pour la detection des anticoagulants circulants lupiques n'ont pas été
recommandés dans les lignes directrices de I'lSTH-SSC en raison de la variabilité des réactifs
(temps de thromboplastine diluée TTD), d'une insensibilité au ACC (temps de coagulation au
kaolin), ou de la non-disponibilité de tests commerciaux standardisés (tests basés sur le venin

de serpent Taipan/Ecarin) [159].

Une étude pour évaluer les performances et les pratiques des laboratoires cliniques en
Amérique du nord en matiére de tests des ACC a conclu que le temps de céphaline avec
activateur (TCA) et le temps de venin de vipére Russell (dRVVT) constituaient les principales

méthodes d'analyse [145].

Dans notre série, la recherche de I'anticoagulant circulant lupique a été effectuée par le
test dRVVT et le TCA.

1.3. Etapes des tests :

Classiquement la recherche d’ACC était structurée par la séquence des procédures de
dépistage, de mélange et de confirmation, a récemment fait I'objet d'un débat en raison des
pieges des tests de mélange, qui remettent en question le role central de ce test dans le bilan

diagnostique des ACC [162].
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La principale limitation concernant le test de mélange est I'effet de dilution inévitable sur
le taux d'anticorps, qui dans certains cas peut rendre I’anticoagulant circulant lupique
indétectable, ce qui conduit a des résultats faussement négatifs [163]. Le mélange d'échantillons
d'anticoagulants lupiques "faibles" peut entrainer une perte de l'activité anticoagulante du lupus
et donner lieu a une "fausse négativité de I'anticoagulant lupique" et sert donc d'argument pour

ne pas effectuer de tests de mélange [164].

Les tests de mélange faussement négatifs peuvent également survenir pour des raisons
autres que la dilution, comme la sensibilité et la spécificité des réactifs pour les ACC. certains
ACC positifs dans les tests de dépistage avec le TCA et le dRVVT, présentent une positivité dans

le mélange pour un test mais pas pour l'autre [162].

Les caractéristiques des PNP (Pooled normal plasma) peuvent influencer les résultats des
tests de mélange, car certains PNP ont des temps de coagulation plus courts, nécessitant un

anticoagulant circulant lupique plus fort pour qu'un test de mélange soit positif.

La North American Specialized Coagulation Laboratory Association (NASCOLA) a
mentionné que la qualité du pool deplasma normal utilisé a un impact sur le résultat du test de

mélange [145].

Des opinions divergentes sont présentes dans la littérature sur le test de mélange. De
nombreuses études ont mis en évidence l'importance de réaliser un test de mélange, car il ne se
limite pas seulement a l'identification d'un élément "inhibiteur", mais il permet de neutraliser

efficacement l'effet du traitement par AVK et de " diluer " les effets potentiels d'autres
anticoagulants tels que I'héparine non fractionnée et les AOD. Il y a une autre catégorie de
patients pour lesquels les études de mélange sont cruciales pour identifier précisément les ACC,
il s'agit des patients présentant des ACC tres fortes, pour lesquels des faux négatifs peuvent
survenir si les études de mélange ne sont pas effectuées, bien que potentiellement rares [165],

dans certains cas, le comportement de I'anticoagulant circulant lupique est particulier et il ne

peut pas étre individualisé si le mélange n'est pas effectué, le phénomeéne du "cofacteur lupique”
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identifie un contexte dans lequel I’anticoagulant circulant lupique a besoin d'un cofacteur
plasmatique (probablement la prothrombine) pour exprimer son activité inhibitrice, si le
cofacteur n'est pas fourni par le PNP, le diagnostic de I'anticoagulant circulant lupique ne peut
étre posé [166]. Actuellement, I'incidence de ce phénomeéne n'est pas exactement connue, mais
elle est rare. Ces cas donnent a réfléchir sur I'importance des études de mélange pour certains

patients.

Selon Favaloro, il est essentiel de réaliser des études de mélange au moins a chaque fois
que les tests de dépistage du dRVVT sont allongés, car un résultat faussement négatif
concernant l'anticoagulant lupique peut étre di a I'échec du test de confirmation par le réactif

dRVVT, ce qui entraine des rapports dRVVT normaux [164].

D'aprés une analyse rétrospective évaluant I'impact du test de mélange sur les résultats
de dRVVT menée par Devreese, I'expression d'une véritable positivité de I’anticoagulant circulant
lupique dans le systéme de test dRVVT dépend de l'inclusion d'un test de mélange pour éviter
les faux positifs [167]. Alors que Pennings et al [168] suggérent que les tests de mélange ne
sont peut-étre pas nécessaires pour obtenir des résultats fiables avec un systeme de venin de

vipere (dRVVT) dans les tests des ACC, méme dans le cas de patients sous AVK.

Selon A. Krilis et Bill Giannakopoulos, si les tests de dépistage et de confirmation sont
positifs dans un contexte ou les autres types de troubles de la coagulation ont été exclus par un
test de dépistage de routine de la coagulation, y compris le temps de Quick, le temps de
thrombine et le TCA a l'aide d'un réactif de TCA ne réagissant pas aux ACC, il est possible de ne
pas demander de test de mélange, car méme si les tests de mélange sont négatifs, I'échantillon

est considéré comme positif [169].

Une grande cohorte rétrospective [170] effectuée chez 5832 personnes a révélé qu’
aucun autre test de mélange ni I'IR n'ont présenté d'avantage pour le diagnostic des ACC et que
I'utilisation de l'indice de I'anticoagulant circulant (ICA) n'a pas amélioré le pouvoir diagnostique

des tests de mélange.

133



Les anticoagulants circulants : Méthodologie diagnostique au laboratoire et implications cliniques
(expérience de laboratoire d’hématologie HMA)

Aussi, de nombreuses études ont mis en évidence des niveaux inacceptables d'études de
mélange faussement négatives dans les tests de I’anticoagulant circulant lupique, certaines

concluant qu'un changement d'attitude et d'orientation s'impose [171,172,173].

Les agences d’ assurance qualité externe signalent que les tests de mélange faussement
négatifs sont une cause fréquente de classification erronée des anticoagulants circulants

lupiques faibles [174].

Selon une étude, le nombre d'échantillons classés comme ACC positifs differe de maniere
significative en fonction de la méthode de détection utilisée. Devreese et al ont rapporté que
sur 267 échantillons, 170 ont été identifiés avec un anticoagulant circulant lupique positif en
utilisant la procédure en trois étapes, tandis que 235 ont été diagnostiqués en utilisant la

procédure en deux étapes [163].

Bien que les études ne préconisent pas la suppression totale des tests de mélange, mais
soulignent plutot une limitation de ce test. Les tests de mélange peuvent également étre omis

dans les circonstances suivantes :

> L’anticoagulant circulant lupique exclue parce que les tests de dépistage sont normaux,
ce qui nécessite essentiellement que deux tests basés sur des principes différents (par

exemple, TCA et dRVVT) soient tous les deux normaux.

> L’anticoagulant circulant lupique identifié sur le plasma pur du patient par la
prolongation du test de dépistage (contenant un faible taux de phospholipides) avec

normalisation du test de confirmation (contenant un taux élevé de phospholipides) [175].

> Les lignes directrices 2009 de I'ISTH-SSC préconisent d'effectuer I'étape de mélange

apres avoir constaté un test de dépistage allongé, et si le test de mélange suggeére la

présence des ACC, il convient de réaliser un test de confirmation [163].
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> Les directives de la British Society of Hematology(BSH) [159] indiquent que les tests de

mélange améliorent la spécificité et, en l'absence d'autres causes d'allongement des
temps de coagulation, les échantillons qui donnent des résultats positifs dans les tests de
dépistage et de confirmation sur des échantillons non dilués doivent étre considérés

comme positifs.

> Les lignes directrices du clsi (Clinical and laboratory standards institute) [154] donnent

un nouvel ordre aux trois étapes : dépistage, confirmation, puis mélange. CLSI donne la
priorité au test de confirmation plutét qu'au test de mélange, en omettant le test de
mélange uniquement lorsqu'il n'y a pas d'autres causes de temps de coagulation élevés
ou si la dépendance au PL est déja démontrée par la combinaison d'un test de dépistage
et d'un test de confirmation. Pour ces raisons, donc il est conseillé d'effectuer un
dépistage suivi d'un test de confirmation simultané dans tous les échantillons avec un
test de dépistage allongé. Les résultats sont évocateurs de la présence de I'anticoagulant
circulant lupique lorsque le résultat de I'étape de dépistage et le résultat de I'étape de
mélange sont supérieurs a la valeur seuil locale, et que I'étape de confirmation montre
une correction. Si les étapes de dépistage et de confirmation sont positifs avec une étape

de mélange négative la présence d'anticoagulants est exclue [129].

> Les lignes directrices de l'isth 2020 [129] recommandent que les études de mélange

soient considérées comme un élément essentiel de la voie diagnostique des ACC.

Dans notre laboratoire, tous les patients avec un test TCA de dépistage positif ont été

soumis a un test de mélange.

Pour le test de dRVVT, notre laboratoire a limité la détection des ACC a deux étapes : une

étape de dépistage suivie d'une étape de confirmation sans effectuer de mélange.
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1.4. Algorithmes de détection des ACC :

Il n'existe pas de solution algorithmique unique pour le dépistage des ACC.

> L’algorithme classique : Présente une logique claire, le test de dépistage révele une

anomalie par un temps de coagulation élevé, le test de mélange met en évidence la
nature inhibitrice de I'anomalie et le test de confirmation démontre sa PL-dépendance.

Cela place le test de mélange a un moment crucial du diagnostic [175].

> L’algorithme intégré [162] : Les tests intégrés réalisent des tests de dépistage et de

confirmation au cours de la méme procédure. Les résultats sont exprimés sous la forme
d'un rapport entre les tests de dépistage et les tests de confirmation (plus élevé au seuil
pour les ACC, inférieur au seuil pour les déficits en facteurs). De nombreux laboratoires
adoptent actuellement ces tests intégrés, en omettant les tests de mélanges. L’avantage
de cette approche est la standardisation des tests, ce qui réduit considérablement
I'intervention de 'opérateur. Le test intégré a une valeur supplémentaire en ce sens qu'il
détecte les anticorps plus faibles lorsque I'élévation du temps de coagulation au-dessus
de la ligne de base du patient est insuffisante pour dépasser le seuil, mais la discordance
du dépistage et de la confirmation révéle la présence de I'anticoagulant circulant lupique
[176]. Certains soutiennent que la discordance entre le dépistage et la confirmation
permet de détecter avec précision I'anticoagulant circulant lupique méme si le test de

confirmation est élevé [177].

> L’algorithme itératif [178]: Comme les algorithmes classiques utilisent le test de

dépistage seul comme point de départ, un résultat normal indiquant qu'aucun
anticoagulant circulant lupique n'a été détecté avec ce test de dépistage. En cas de test de
dépistage élevé, l'algorithme itératif procéde au test de confirmation pour évaluer
immédiatement la dépendance aux phospholipides, cette approche place l'étude de

mélange a un stade plus avancé.
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La reconnaissance du fait que les anticoagulants circulants lupiques peuvent étre détectés
sans mélanger les tests a entrainé une augmentation de l'utilisation des tests intégrés, ou les
tests de dépistage et de confirmation sont effectués en parallele et évalués directement pour la

concordance ou discordance, généralement avec le ratio LA normalisé [178].

Afin de repérer les ACC a l'aide du TCA, notre laboratoire a utilisé l'algorithme
classique qui implique la réalisation de I'étape de dépistage, de mélange puis de confirmation.
Cependant, notre laboratoire a omis la troisieme étape en raison de l'indisponibilité du réactif.
Lorsque nous observons un allongement du TCA et une absence de correction du test de

mélange, nous conclurons que le patient présente une positivité aux ACC.

Notre laboratoire a opté pour un algorithme intégré pour la recherche des ACC par le test
dRVVT. Nous effectuons simultanément des procédures de dépistage et de confirmation sur les
échantillons de plasma étudiés de notre série, que le test de dépistage soit élevé ou non. La

positivité de I'anticoagulant circulant lupique a été constatée lorsque le ratio normalisé est élevé.
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Figure 39 : Différentes algorithmes possibles pour la détection de l'anticoagulant circulant
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lupique [179].
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2. Exploration en fonction des 3 voies de la coagulation :

2.1. Exploration de la voie intrinséque de la coagulation :

a. Test de dépistage : Temps de céphaline avec activateur :

Les résultats des tests de dépistage sont évocateurs de la présence d'un ACC (ou d'un
déficit en facteurs de coagulation) si le rapport du TCA du patient sur le TCA du témoin est

supérieur au seuil (>1,2) [132].

Dans notre série, 28,95% de la population totale avait un TCA allongé, tandis que 71,05%

avait un TCA normal.

Nos résultats concordent avec les données obtenues dans I'étude réalisée par FERREIRA et
ses collaborateurs, ou il a été constaté que sur un total de 605 demandes de recherche des
ACC, l'allongement du TCA a été observé dans 219 cas, ce qui représente 36,19% [180]. Alors
que dans I'étude de Depreter, le TCA était allongé chez 90,5% des cas lors de la détection des
ACC [181]. Selon une autre étude, le TCA a permis de détecter 60% des anticoagulants lupiques

[110].

b. Mise en évidence d’un inhibiteur (test de mélange) :

Les tests de mélange, comme le terme l'indique, sont des tests effectués sur un mélange

de plasma du patient et de pool de plasma normal [182].

Les tests de mélange sont indiqués lorsque les résultats du TCA se prolongent de
maniere inattendue. Selon les recommandations de I'ISTH 2020 le test de mélange doit étre
obtenu en utilisant une proportion 1:1 de plasma du patient et de pool de plasma normal (PNP),

dans un délai de 30 minutes, sans incubation [129].

Il est important a noter que I’effet inhibiteur du Lupus anticoagulant est de type immédiat
dans la majotité des cas contrairement aux inhibiteurs spécifiques du FVIIl dont [I'activité

inhibitrice dépend du temps (2 h d’incubation a 37 °C) [183].
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La raison pour laquelle certains laboratoires effectuent le test de coagulation apres une
incubation de I'échantillon mélangé a 37°C pendant une ou deux heures, afin d'augmenter la
sensibilité de détection des inhibiteurs spécifiques aux facteurs, tels que les inhibiteurs du
facteur VIII (FVIII) et les anticoagulants lupiques temps/température dépendants [184]. En effet,
une étude a montré que l'allongement du test de mélange apres incubation n'est pas spécifique
aux anticoagulants anti-facteurs, environ 15% des anticoagulants lupiques sont
temps/température dépendants et une activité inhibitrice progressive peut étre détectée par
incubation du mélange 2 h a 37 °C, et cela est probablement di{i au changement de pH pendant
I'incubation [185]. Entre juillet et septembre 2022, une étude a été menée afin d'évaluer les
étapes analytiques dans les laboratoires cliniques en Corée. Les résultats ont révélé que le temps

d'incubation était de 1 heure dans 60% des laboratoires et de 2 heures dans 30% [186].

Le PNP est trés important pour la standardisation du test de mélange, il doit étre
dépourvu de plaquettes, sa composition en chaque facteur de coagulation doit étre proche de
100% et il doit étre obtenu a partir d'au moins 40 donneurs sains (hommes et femmes)
[129,154]. L'absence de I'anticoagulant circulant lupique dans le PNP doit étre documentée

[175].

Le PNP peut étre préparé "en maison", en mélangeant des plasmas normaux dans un
récipient en plastique, en divisant le mélange en petites aliquotes. Les aliquotes seront ensuite
rapidement congelées pour étre stockés a -70 ° C (une température qui garantit la stabilité de
chaque facteur de coagulation pendant environ 6 mois). Les aliquotes de PNP peuvent étre
décongelées juste avant de réaliser le test en les exposant rapidement a une température de 37°
C dans un bain thermostatique légérement incliné et en les utilisant dans les 2 heures qui
suivent [132]. Il existe plusieurs plasmas lyophilisés commerciaux qui présentent les mémes
caractéristiques que les PNP faits maison et peuvent étre utilisés pour réaliser le test de mélange

[187].
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> Interprétation [175] :

Il existe en fait plusieurs méthodes pour interpréter les études de mélange comme étant
soit "corrigées" (suggérant une déficience en facteur) soit "non corrigé " (suggérant un inhibiteur
de facteur) [182,188]. Cependant, cette perception de la correction ou de I'absence de correction
demeure subjective, c'est pourquoi diverses méthodes ont été employées pour interpréter le test

de mélange, telles que [189] :

. Indice de Rosner :

Une méthode couramment utilisée, également connue sous le nom d’indice de

I’anticoagulant circulant (IAC). L'IR est identifié par la formule suivante [182] :

IR = [(TCA mélange - TCA témoin) / TCA patient] x 100

Nous estimons que le TCA est corrigé si l'indice de Rosner est inférieur a 12%. 1l n'est pas
corrigé si l'indice de Rosner est supérieur a 15%. Il existe une zone grise, une zone douteuse
entre 12 et 15% ou le test doit étre refait. La correction du TCA lors de I'épreuve du mélange est
en faveur d'un déficit en facteur de la coagulation. La non-correction du TCA oriente plutot vers

un ACC.

e  Valeur seuil locale :

L'interprétation des études de mélange est maintenant bien définie en considérant une
valeur seuil locale calculée par le 99e percentile d'une population normale [190] exprimée sous

forme de ratio normalisé [129].

° Méthode de pourcentage de correction :

La méthode de pourcentage de correction, parfois également appelée "méthode Chang"
[191], refléte une autre méthode couramment utilisée. Le pourcentage de correction est identifié

par la formule :

% de correction = [(TCA patient - TCA mélange) / (TCA patient-TCA témoin)] x 100

La valeur seuil se situe entre 65 et 80% [182,191]. Nous estimons que le TCA est corrigé
si la valeur calculée est supérieur a la valeur seuil et il n'est pas corrigé si la valeur calculé est

inférieur a la valeur seuil.
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L'étude de mélange 4 :1 du TCA : Si les inhibiteurs sont a des niveaux faibles, une étude
de mélange 1:1 donnerait une fausse valeur « corrigée » et donc un diagnostic erroné de déficit
en facteurs de coagulation. La dilution 1:1 par le PNP diluera les inhibiteurs, ce qui ne suffira pas
a provoquer un TCA allongé. C'est pourquoi Chang et al ont mené une étude de mélange 4:1 afin
d'améliorer la sensibilité de détection [192].

Tableau X : Méthode de pourcentage de correction [189].

Index Formula Cutoff value
1:1 percent correction [{a-chia-d}] = 100 72
4:1 percent correction [{a-bl/{a-d}] = 100 50

Each index was calculated, in which a, b, c, and d represent the APTT
values {seconds} of neat test plasma, mixture of 4 parts test plasma to 1-
part NPP, 1:1 mixture, and NPP, respectively. d represents average in
repeated measurements of NPP {n = 40}

Abbreviations: APTT, activated partial thromboplastin time; 1A, index
of circulating anticoagulant; Mix, 1:1 mixture; NPP, normal pooled
plasma.

. Résultat du test de mélange dans le cadre de la méthode NRI (intervalle de référence normal) :

Une méthode couramment utilisée consiste a déterminer si le mélange fournit un résultat
de test qui se situe dans le NRI, auquel cas on dit qu'il y a eu "correction". C'est l'option
recommandée par les lignes directrices du CLSI pour la recherche d’ACC. Le principal avantage
de cette méthode est qu'elle est facile a appliquer et a vérifier et qu'elle ne nécessite pas la
création de méthodes alternatives ou de valeurs seuils exigeant une vérification supplémentaire.
Le principal échec de cette méthode se produit lorsque le résultat "anormal” du TCA du patient
se situe juste au-dessus de NRI. Le résultat probable dans ce cas est que tout mélange produira
un résultat dans NRI, que le plasma du patient contienne des déficits en facteur ou des
inhibiteurs. C'est pourquoi les laboratoires qui utilisent cette méthode n'effectuent souvent pas
de tests de mélange a moins que le TCA ne soit plus que légérement allongés (par exemple 5

secondes pour le TCA).
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Ratio du test de mélange :

Il existe trois facons de déterminer le rapport de mélange [193] (Tableau XI) :

Ratio | : le résultat de I'étude de mélange divisé par la moyenne de l'intervalle de

référence local.

Ratio Il : le résultat de l'étude de mélange divisé par la moyenne du test des

donneurs + la moyenne du PNP.

Ratio Il ou ratio normalisé du test de mélange : le résultat de I'étude de mélange

divisé par la valeur PNP.

Méthodes de soustraction :

Trois méthodes de soustraction différentes ont été utilisées [193] (Tableau XI) :

La soustraction | : a évalué le résultat de I'étude de mélange par rapport a la limite
supérieure de l'intervalle de référence local, les résultats de mélange qui sont
inférieurs a cette limite étant considérés comme « une correction » et ceux qui sont

supérieurs a cette limite étant considérés comme une « non-correction ».

La soustraction Il : a comparé les résultats de I'étude de mélange avec la limite
supérieure de l'intervalle de référence, mais cette limite supérieure a été calculé a
I'aide de la moyenne + 2 écarts types dérivés des plasmas des donneurs normaux

mélangés a la PNP.

La soustraction Ill : a comparé le résultat de I'étude de mélange avec le résultat de la

PNP.

142



Les anticoagulants circulants : Méthodologie diagnostique au laboratoire et implications cliniques
(expérience de laboratoire d’hématologie HMA)

Tableau XI : Méthodes de soustraction et de ratio utilisées dans l'interpretation du test de

mélange [193].

Method I Formula Explanation Target Correction

Subtraction | Test Result — URI URI used for patient reporting subtracted Within local RI
from test result

Subtraction ([ Test Result — Danor Mix URI Danor mix URI (derived from donor plasma < Donor mix URI

samples after mixing with NPP) subtracted
from the test result

Subtraction [[[ Test Result — NPP NPP result frun concurrently) subtracted from <NPP
test result

Ratio [ Test Result/Local Mean R| Test result divided by the site provided mean <1.land <12
used for patient reporting

Ratio [l Test Result/Local Normal Donor + NPP R[ Test rasult divided by the locally determined <l.land <12
mean from NPP 4 provided donor samples

Ratio [ Test Result/NPP NPP value from run <1.7and <1.2

Abbreviations: NPP, normal pooled plasma; R, referance interval; URI, upper reference interval.

Selon Moore [178] et Molinari [132] la méthode la plus couramment employée pour
interpréter le test de mélange est l'indice de Rosner. Cependant, il a été récemment démontré
que I'IR est moins sensible au ACC qu'un seuil spécifique du test de mélange [181,194]. C'est
pourquoi les lignes directrices de I'ISTH 2020 recommandent un seuil spécifique au test de
mélange plutot que I'IR, parce qu'elle produit moins de résultats de tests de mélange faussement

négatifs.

Il est nécessaire que chaque laboratoire confirme ou au moins vérifie la performance de
leur méthode d'interprétation de I'étude de mélange en utilisant des échantillons bien
caractérisés, dont on attend des interprétations corrigées et non corrigées, avant de rapporter
les résultats des tests de mélange cliniquement. Comme aucune méthode unique pour les
interprétations des études de mélange n'a permis d'éviter toute erreur de prédiction, il est

essentiel d'établir une corrélation clinique avec les résultats de laboratoire [193].
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Dans notre série, nous avons calculé l'indice de I'anticoagulant circulant, pour interpréter
les résultats du test de mélange. Tous les patients avec un TCA allongé ont subi un test de
mélange, l'indice de Rosner était supérieur a 15% chez 63,64% des cas et était favorable d'un

ACC.

Selon la littérature, une étude a révélé que 53,42% des échantillons avec un TAC allongé
ont donné une correction du test de mélange [180]. Tandis que, Moore a trouvé que 55,2% des

patients ACC positifs par le TCA ont montré une correction du test de mélange [195].

c. Test de neutralisation :

Nous n'avons pas procédé a un test de neutralisation, en raison de I'indisponibilité de

réactif de confirmation pour le test TCA.

2.2. Exploration de la voie extrinséque de la coaqulation :

a. Temps de Quick (TO) :

Dans notre série le temps de Quick était allongé chez 7 patients, ce qui représente
18,43% de la population totale et 25,92% de la population ACC positif. Ce qui est discordant avec
les résultats d'une étude rétrospective portant sur des patients présentant un temps de Quick
allongé et ne recevant pas d'anticoagulation : seulement 17 patients sur 400 (4,3%) présentaient
un temps de Quick allongé en présence d'un anticoagulant lupique [196]. Cette discordance peut

étre expliquée par l'inclusion des patients sous AVK dans notre série.

La prévalence rapportée du taux de prothrombine (TP) affecté par les ACC varie entre les
études [197], est largement attribuée a la variabilité des réactifs. La variation de la sensibilité
aux ACC entre les réactifs de thromboplastine est considérée comme étant due principalement a
des différences dans la composition des phospholipides, il a été rapporté que la thromboplastine
Innovin, préparée a partir de facteur tissulaire recombinant et de phospholipides synthétiques,

est plus sensible a la présence des ACC [196].
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En outre, selon le travail francais de A. Robert et coll [198], tous les réactifs ne seraient
pas également sensibles a l'influence des ACC sur le TQ et sur I'INR. Cette équipe a comparé les
valeurs du TQ et d'INR obtenues avec les plasmas de deux groupes de patients traités par AVK,
un groupe de patients chez qui un ACC de type lupique avait été mis en évidence, l'autre groupe
étant considéré comme témoin. L'INR et le TQ ont été mesurés avec huit réactifs thromboplastine
différents sur le méme appareil de coagulation. Les résultats montrent que le réactif Innovin est
particulierement sensible a I'effet de I'anticoagulant lupique, conduisant a une surestimation du
TQ et de I'INR (le patient est alors sous-dosé en AVK). Toutefois, cet effet est restreint, dans
cette étude, a un sous—-groupe parmi les patients porteurs d’ACC (6/43). Or, chez les patients
ayant un ACC, certains ont un TQ allongé et d'autres non. Il est donc évident que le patient ayant
initialement un TQ allongé du fait de I'anticoagulant circulant lupique, subira, une fois sous
traitement anticoagulant, le méme phénomeéne. Cette surestimation de I'INR di aux ACC peut
conduire a des erreurs d'interprétation car elle ne traduit plus une protection contre la
thrombose. Actuellement, il importe de prendre conscience de ce probléme. Pour certains
auteurs, tous les réactifs seraient concernés, pour d'autres, seuls certains réactifs seraient
sensibles a cet effet. En pratique, il serait souhaitable que les fabricants indiquent la sensibilité

de chaque réactif thromboplastine a I'effet d'un ACC.
b. Temps de Thromboplastine Diluée (TTD) :

Une baisse du taux de prothrombine (TP) standard par les ACC est rare, car les réactifs de
thromboplastine contiennent des concentrations élevées de phospholipides qui compensent les
effets des ACC [196]. La thromboplastine diluée permet de réduire la concentration en
phospholipides et les ACC peuvent interférer avec la coagulation, ce qui est le principe du TTD
en tant que test de dépistage.

Différentes contraintes font qu’il y a un manque de standardisation, ce qui rend ce test
peu utilisable dans la pratique courante. Les problemes de standardisation existent pour deux
raisons principales, la premiere étant la variation inhérente de la thromboplastine entre les

especes et entre les fabricants. Deuxiemement,
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il n'existe pas de réactifs préparés commercialement pour la détection des ACC
disponibles. Les rapports du Service national d'évaluation externe de la qualité au Royaume-Uni
ont révélé dans une enquéte qu’il y a pas eu deux laboratoires qui ont réalisé le TTD de maniere

identique [199].

Dans notre série, comme dans la littérature, le dépistage des ACC a l'aide du TTD est non
fait car cette technique est peu spécifique. Cependant, une étude a montré que ce probléme peut
étre surmonté grace a l'utilisation du TTD dans un systéeme de dépistage et de confirmation des
ACC entierement intégré [200]. Dans une analyse rétrospective de 44 mois, seuls 2,6% des ACC
présentaient une positivité isolée dans le systéme basé sur le TTD. La comparaison entre le
systéme basé sur le TTD et le systeme basé sur le dRVVT a montré son utilité dans
I'identification des résultats dRVVT faussement positifs dus a l'anticoagulation. La recherche de
I'anticoagulant lupique par le TTD est rarement la seule preuve fonctionnelle de laboratoire, mais

lorsqu'il est combiné avec le dRVVT, le TTD peut servir de dépistage efficace [201].

2.3. Exploration de la voie commune de la coagulation :

a. dRVVT screen:

Dans notre étude le dRVVTs était positif avec un ratio >1,2 chez 89,48% de la population
totale. Tous les patients dont le test d’ACC s'est révélé positif avaient un dRVVTs supérieur a la

valeur du témoin et un ratio dRVVTs supérieur a 1,2.

Comme dans la littérature, Kyaw et ses collegues [202] ont trouvé que 73,07% des 104
patients ayant obtenu un résultat positif au ACC par le test dRVVT avaient un ratio dRVVTs
supérieur a 1,2. Une autre recherche a mis en évidence que sur les 148 demandes de détection
de ACC, 54,7% présentaient un dRVVTs positif [181]. Ces données ne concordent pas avec celles
de I'étude menée au sein du laboratoire d'hématologie de I'Université fédérale du Parand en
2021, sur une population ayant une suspicion d'avoir des ACC. Dans seulement 22,64% des cas,

un test dRVVTs a été détecté positif [180].
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b. dRVVT confirm :

Les trois lignes directrices s'accordent sur le fait que le test de confirmation doit étre
basé sur le méme test de dépistage que celui qui s'est révélé positif afin d'éviter les problemes

de perte de spécificité et les interprétations faussement négatives [169].

Les réactifs pour le dRVVT sont généralement disponibles sous forme de tests de
dépistage et de confirmation directement appariés, de sorte que les composants des réactifs
sont identiques, a I'exception de la concentration en PL. Ces réactifs appariés peuvent également
étre interprétés en divisant le ratio de dépistage par le ratio de confirmation pour générer un
troisieme ratio, le ratio LA normalisé, qui indique une dépendance au PL s'il est élevé [129], le
plasma est testé en paralléle sur ces deux réactifs et c’est le cas dans notre série. L’étape du

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

Dans notre série, le dRVVTc était fait chez tous les patients, ou il était positif chez 94,73%

des cas.

c. Calcul du ratio normalisé :

Nous calculons le rapport « normalisé » (RN) selon la formule ci-dessous.

DRV Tpatient (dépistage)

RN = DRVVT témoin (dépistage)
DRVWTpatient (confirmation)
DRVVT témoin (confirmation).

Chaque laboratoire doit établir ses propres valeurs seuils de positivité, par le calcul
du 99éme percentile avec son couple automate-réactif, mais pour le dRVVT, le test de
neutralisation est généralement considéré comme positif, confirmant la présence d’un ACC, si
ce rapport est supérieur ou égal a 1,2 [129]. L'utilisation de ratios normalisés pour tous les

résultats des tests ACC est recommandée pour compenser la variation inter- et intra-essai [190].

147




Les anticoagulants circulants : Méthodologie diagnostique au laboratoire et implications cliniques
(expérience de laboratoire d’hématologie HMA)

Dans notre série, le ratio normalisé était calculé chez les patients qui avaient bénéficié du

dRVVT screen et confirm ou Il était positif (>1,2) chez 71,05% des cas.

3. Cas particuliers de détection des ACC chez les patients sous

anticoagulants :

L'un des principaux facteurs de confusion dans les tests de I’anticoagulant circulant
lupique est le traitement anticoagulant, qui prolonge les temps de coagulation dans les tests PL-
dépendants, ce qui rend l'interprétation de ces résultats difficile pour le clinicien. Idéalement, le
test de I'anticoagulant circulant lupique devrait étre reporté jusqu'a ce que l'anticoagulation soit
interrompue, mais les demandes de test de I’anticoagulant circulant lupique pendant le
traitement sont fréquentes dans la pratique clinique de routine, ce qui entraine des résultats

faux-positifs ou faux-négatifs [203].

Dans notre étude, nous avons inclus méme les patients sous traitement anticoagulant

(AVK, HBPM et AOD) dans le diagnostic des ACC.

Tableau XII : Effets des anticoagulants sur les tests des ACC [204].

Anticoagulant aPTT 5CT dRVVT
UFRH /11T =(if neutralizers)
{concentration dependent} t (if exceads or no neutralizers)
=(if neutralizers)
LVIWEH T t (if exceads or no neutralizers)
VEA + + N
Dabigatran 1t T ++
Rivaroxaban T Tt 1t
Apixaban =/1 T +

(azsay dependent)

Edexaban (azsay dependent)

aPTT : le temps de thromboplastine partielle activée ; SCT : le temps de coagulation de la
silice ; dRVVT : le temps du venin dilué de vipere du Russell ; HNF : héparine non fractionnée ;
HBPM : héparine de bas poids moléculaire ; AVK : antagonistes de la vitamine K. Le nombre de

fleches indique la largeur de I'allongement du temps de coagulation.
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3.1. Patients sous HBPM :

Les tests de détection des anticoagulants circulants lupiques en présence d'héparine sont
déconseillés [154]. Les patients sous héparine n'ont pas besoin d'interrompre leur traitement si
les tests utilisés pour la détection des ACC contiennent des agents chimiques capables de
neutraliser I'effet de I'HBPM, tels que I'héparinase ou le polybréne (les fabricants doivent
également préciser la concentration maximale de I'héparine qui est neutralisée, généralement

0,8-1,0 Ul/mL) [132].

Des faux positifs ont été décrits pour le TCA et le dRVVT méme en utilisant des
neutralisants [205,206]. Cependant, les directives de la SSC de I'lSTH recommandent de mesurer
I'activité anti-facteur-Xa chez les patients traités par I'héparine, afin de vérifier si I'effet de I'HNF
ou de I'HBPM se situe dans l'intervalle thérapeutique. Dans ce cas le test de I’anticoagulant
circulant lupique peut étre effectué en utilisant des tests contenant des neutralisants de

['héparine [129].

D'autre part, la réalisation d'un test de temps de thrombine, qui est trés sensible a I'HNF
(moins a I'HBPM), permet également d'exclure la présence de I’héparine dans I'échantillon du
patient [132]. Une étude récente a montré que I'héparine non fractionnée (HNF) et I'énoxaparine
affectent le dRVVT a des niveaux d'anti-Xa supra-thérapeutiques mais n'entrainent pas de faux-

positifs dans la procédure en trois étapes [203].

En pratique, on pourrait également prélever I'échantillon de sang au moins 12 heures

apres lI'administration de I'héparine.

Dans notre série, parmi les deux patients traités par I’'HBPM, un seul avait un
anticoagulant circulant lupique positif par le test dRVVT. L’activité anti-facteur-Xa n’a pas été

mesurée.
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3.2. Patients sous AVK :

Ces médicaments provoquent un déficit acquis en facteurs Il, VII, IX et X qui peut donner
des faux positifs dans les tests de dépistage et des faux négatifs dans les tests de mélange

[207].

Si le test de Ianticoagulant circulant lupique doit étre effectué pendant que le patient est
sous traitement AVK les recommandations des lignes directrices different Iégerement a certains
égards. Si le rapport international normalisé (INR) est < 1,5 I'lSTH (2009) suggére la réalisation
des dosages du dRVVT et du TCA sur du plasma non dilué. En revanche, si I'INR est compris
entre 1,5< INR < 3, les tests doivent étre effectués en utilisant des mélanges 1:1 avec des PNP,
Le mélange du plasma du patient avec des PNP peut corriger ces déficits en facteurs [208], BCSH
(2012) et CLSI (2014) préconisent également l'utilisation d'un mélange 1:1 avec des PNP pour les
tests de dépistage et de confirmation, mais ne limitent pas cette pratique aux personnes ayant
un INR < 3 seul. Cette approche peut conduire a des faux négatifs potentiels, car l'activité de
I’anticoagulant circulant lupique est également diluée. En outre, le degré de correction dépend

des réactifs utilisés [152,168].

C'est pourquoi les directives actuelles de I'ISTH 2020 considérent que la dilution du
plasma du patient dans le PNP n'est pas une solution fiable chez les patients sous AVK, des
résultats ACC faussement négatifs ou faussement positifs peuvent se produire et recommandent

d'interpréter les résultats avec prudence [129].

Les stratégies possibles pour remédier a cette interférence sont : un passage temporaire
a I'HBPM avant le test de I’anticoagulant circulant lupique, pour revenir ensuite a I'AVK
(procédure nécessitant beaucoup de temps, de nombreuses vérifications de I'INR et présentant
potentiellement un risque hémorragique élevé [152]), et l'utilisation de la combinaison TSVT/ET
(Le temps de venin du serpent de Taipan /le temps d’écarine ) qui, dans une étude internationale

multicentrique a démontré une bonne sensibilité et une bonne spécificité dans la détection des

ACC chez les patients traités par AVK [209].
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Une autre étude a confirmé que le TSVT a l'avantage, par rapport au dRVVT et au TCA,
de ne pas étre affecté par les AVK [143]. Le temps de venin du serpent Taipan peut étre un test
de dépistage utile pour I’anticoagulant circulant lupique chez les patients prenant des AVK et le

temps d'Ecarine peut servir comme test de confirmation dans ce contexte [159].

Parmi les 5 patients sous AVK de notre série 4 ont été testés positifs pour les ACC (2
patiets ont été testés positifs par le test dRVVT et le TCA, tandis que 2 patients par le dRVVT
seul). La détection a été réalisée sur un plasma non dilué (quelle que soit la valeur de I'INR du
patient). Selon la littérature plusieurs études ont montré que la fiabilité des résultats de
dépistage et de confirmation obtenus a partir de plasma non dilué de patients anticoagulés par
AVK, en particulier en cas de dRVVT, est contestée [168,177,210]. D’aprés une étude récente, les
patients sous AVK ont montré des fréquences significativement plus élevées de résultats
anormaux du dRVVT que les patients sans traitement anticoagulant ou avec un traitement
anticoagulant interrompu [211]. Une analyse rétrospective a recommandé de refaire le test chez
les patients traités par AVK présentant des résultats divergents entre la deuxiéme et la troisieme
étape de dRVVT, pour lesquels la recherche de I’anticoagulant circulant lupique est tres
appropriée [167].

3.3. Patients sous AOD :

Les anticoagulants oraux directs (AOD) sont actuellement prescrits a de larges
populations de patients et la possibilité de détecter les ACC est plus difficile pour les cliniciens

et les biologistes.

Les inhibiteurs directs du facteur Xa (apixaban, rivaroxaban et edoxaban) et l'inhibiteur
direct du facteur lla le dabigatran, sont capables d'induire des effets sur la coagulation et de

donner des résultats faussement positifs ou faussement négatifs [132].
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Les tests de mélange qui corrigent le déficit en facteurs multiples lié a la thérapie par les
AVK et les neutralisants d'héparine intégrés aux réactifs n‘ont que peu ou pas d’influence sur les
AOD, et d'autres stratégies sont nécessaires pour tenir compte de la présence des AOD dans les
échantillons. Comme les inhibiteurs directs de la thrombine affectent le stade final de la
coagulation, il est peu probable que des dosages fiables soient possibles a moins qu'un
neutralisateur in-vitro ne soit disponible, mais les activateurs de la prothrombine du venin de

serpent Taipan permettent de contourner les inhibiteurs directs du facteur Xa [143].

Certains chercheurs et le BCSH ont donc proposé d'utiliser le temps de détection du venin
de serpent Taipan (dépistage) et le temps de détection de I'Ecarine (confirmation) pour la
détection de I’anticoagulant circulant lupique [212], bien que son efficacité diagnostique

(sensibilité) n'est pas bien documentée dans la littérature [213].

Une stratégie possible est l'utilisation d'absorbants, de composés de charbon actif
capables d'éliminer les molécules de I’AOD du plasma et donc d'éliminer l'interférence dans le
dRVVT et le TCA [214]. Certains produits de cette catégorie sont actuellement disponibles sous

forme de comprimés (DOAC-stop®, DOAC-remove®) (Fig.40) [215, 216].

Aprés avoir mélangé les absorbants et le plasma du patient, une courte incubation et une
centrifugation du mélange sont effectuées, et le plasma surnageant (théoriquement dépourvu

d'anticoagulant) est utilisé pour le dosage des ACC [207].

Il existe également des techniques de filtration pour éliminer les AOD de I'échantillon de
plasma [217,218]. Les deux stratégies d'élimination peuvent permettre une élimination
incompléete du médicament ou influencer les temps de coagulation, ce qui peut entrainer des
faux positifs et des faux négatifs dans les tests des ACC [206,218,219,220]. Les éliminateurs de
I’AOD ne doivent étre utilisés que chez les patients dont il est connu qu'ils suivent un traitement
a base de ces médicaments [152]. En outre, les taux de I’AOD doivent étre mesurés apres le

retrait afin de garantir la fiabilité (théorique) des tests de I’anticoagulant circulant lupique [179].
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Dans notre étude, trois patients étaient sous anticoagulants oraux directs AOD, deux
sous rivaroxaban et un sous apixaban. La détection par le test dRVVT et le test TCA a trouvé que

les trois patients étaient positifs pour I'anticoagulant circulant lupique.

Selon la littérature, tous les AOD prolongent le dRVVT dans les procédures de dépistage
et de confirmation, le rivaroxaban affectant davantage le test de dépistage que le test de
confirmation (augmentant les faux positifs potentiels) et l'action inverse de I'apixaban

(augmentant les faux négatifs potentiels) [203,221].

Dans une grande cohorte de patients ayant des antécédents de thrombose sous
anticoagulants chez lesquels le dRVVT et le TCA sensible aux ACC ont été évalués, les données
obtenues ont montré une corrélation claire entre les taux plasmatiques de rivaroxaban et le
rapport dRVVT [211], cette observation est conforme a des études antérieures portant sur des
populations plus restreintes ou sur des analyses in vitro, dans lesquelles une interférence du
rivaroxaban sur les tests fonctionnels de I’anticoagulant circulant lupique a été observée
[222,223]. Compte tenu des coefficients de corrélation calculés le rivaroxaban a eu le plus grand
impact sur les résultats du dRVVT parmi tous les anticoagulants évalués dans cette étude. L'effet
du rivaroxaban sur le dRVVT a été observé non seulement a des concentrations plasmatiques

élevées de rivaroxaban, mais aussi a des concentrations minimales [224].

Selon une étude récente, aucune corrélation n'a été observée entre apixaban et le ratio
dRVVT [211], ce qui est conforme aux résultats de deux études portant sur des populations plus
restreintes, l'une utilisant les réactifs (LA1 et LA2 Screening reagent, Siemens) [225], et 'autre
utilisant des réactifs (LA-screen et LA-confirm, Life Diagnostics) [221]. En contradiction avec ces
rapports, une interférence de I'apixaban avec le dRVVT a été observée dans deux autres études

utilisant un systeme de test du dRVVT (Diagnostica Stago) [222, 226].

Sara Reda et all [211] indique qu’un effet du rivaroxaban sur les tests de dépistage du
TCA, mais pas sur les tests de confirmation ou les ratios calculés du TCA, a été observé ce qui

est cohérent avec d’autres études [213,221,223,224].
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Figure 40 : Méthodes de neutralisation des anticoagulants oraux directs (AOD) dans les tests de

coagulation [227].
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VI. Diagnostic des ACC : Etape post—analytique :

1. Valeur seuil :

Selon les recommandations de I'ISTH, il est fortement recommandé de ne pas utiliser les
valeurs seuils établies ailleurs, mais plutot d'utiliser les valeurs seuils "internes" dérivées d'une
population saine suffisamment importante de personnes en bonne santé (au moins 120),
pour tenter de réduire les faux positifs [178], la valeur seuil est déterminée comme étant le 99e
percentile [129], il est important de souligner que le 99e percentile de données normalement

distribuées correspond a une moyenne de +2,3 SD [178].

Les lignes directrices du CLSI et du BSH [132] utilisent une approche "paramétrique" en
considérant une distribution gaussienne des résultats des ACC, en utilisant un intervalle de
référence de 2 écarts types par rapport a la valeur moyenne (la moyenne +2SD équivaut au
97,5e percentile [169]), méme si certains travaux ont montré que ces valeurs ne respectaient pas

le modéle de probabilité gaussien [228,229].

La premiere approche se caractérise par une spécificité accrue (qui réduit les faux
positifs) et une réduction statistiquement inévitable de la sensibilité (partiellement compensée
par l'utilisation de deux tests) [207] ce qui a été démontré dans des études cliniques
[123,228,230]. La seconde approche tend vers un équilibre entre sensibilité et spécificité [179].
Tout en reconnaissant que l'augmentation de la spécificité qui en résulte s'accompagne d'une

diminution statistiquement inévitable de la sensibilité [156].

En 2019, Cohen et ses collegues [136] ont élaboré un sondage sur le dosage de
I’anticoagulant circulant lupique destiné aux cliniciens et aux biologistes. La plupart des
personnes interrogées sont des biologistes (58%) qui exercent leur métier dans un centre
hospitalier. D’aprés I’étude sur le cut-off des résultats. 50% ont déclaré que le seuil devrait étre
une valeur supérieure au 99e percentile de la distribution, 33,9% ont déclaré que la valeur seuil
devrait étre supérieure au 97,5éme percentile. Les valeurs seuils internes ont été calculées par
78,9% des laboratoires des répondants. Plus de la moitié (58,1%) ont déclaré que les valeurs

seuils pouvaient étre basées sur 60 a 120 donneurs sains.
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Comme de nombreux laboratoires, celui de I'hopital militaire Avicenne ne dispose pas
des moyens nécessaires pour établir son propre seuil de positivité au 99e percentile de sa
population loco-régionale. Ainsi, il doit travailler avec des outils industriels et d'utiliser les

valeurs seuils suggérées par le fabricant.

2. Interprétation et validation des résultats [129,132]:

Etant donné que l'interprétation des tests de I'anticoagulant circulant lupique est si
complexe, méme pour les experts en hémostase, il est trés important que le rapport remis au
clinicien fournisse une interprétation des résultats numériques, clarifiant la présence ou
I'absence des ACC, a l'aide d'une terminologie claire "positif" ou "négatif'. Les commentaires tels
que des ACC limites ou douteuses sont fortement déconseillés et, dans ces cas, le commentaire
doit étre "suggérer de refaire le test aprés une semaine ou plus" sans suggérer un ACC positif ou

négatif.

Les résultats de chaque étape diagnostique doivent étre rapportés, ainsi que les seuils
locaux utilisés afin de permettre aux cliniciens d'interpréter les résultats en fonction des valeurs

limites locales et de comparer les résultats au fil du temps.

Les résultats doivent toujours étre mis en relation avec les résultats de I'aCL et de

I'aB2GPI afin d'évaluer le profil de risque dans le contexte clinique.

Les résultats doivent étre interprétés dans un contexte clinique et en tenant compte du
traitement en cours, les informations fournies dans la demande sur I'état de I'anticoagulation du

patient doivent également étre incorporées dans le rapport.

Un rapport expliquant les résultats doit étre fourni et une interaction étroite entre le

laboratoire et le clinicien est essentielle.

Lorsqu'un premier résultat positif est obtenu dans notre laboratoire, nous demandons de
refaire le test une deuxiéme fois aprés au moins 12 semaines pour confirmer la persistance de la
maladie et exclure une positivité transitoire des ACC. Dans notre série les résultas de ce test ont

confirmé la présence de I'ACC chez tous les patients.
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3. Pourcentage de détection de I’ACC par les tests :

3.1. TCA:

Aprés l'analyse des étapes de dépistage et de mélange du TCA, 7 patients ont été
positifs, ce qui représente 25,93% de la population ACC positif. Parmi ces patients, 3 (11,11%)
ont montré une positivité au test TCA et au test dRVVT. Dans la littérature, I’étude mené par
Simmons [127] a montré que les deux tests TCA et dRVVT ont détecté 32,5% des cas ACC
positifs et Apipongrat [231] a révélé que ces deux tests ont permis de diagnostiquer 25,5% des

patients positifs a I'ACC.
Tandis que 4 (14,82%) ont montré une positivité aux trois tests TQ, TCA et dRVVT.

Il convient de noter que dans notre série le TCA n'a pas été suffisamment efficace a lui
seul pour détecter les patients présentant un ACC positif. Ce qui est discordant avec les résultats
des diverses études qui ont démontré que le TCA détecte I'anticoagulant circulant lupique a un
taux de 43.9% selon Simmons [127], 29.4% selon Mattia [118], 13% selon Pengo [122] et 7,5%
selon Apipongrat [231]. Des explications possible de cette différence observée peuvent étre : la
non réalisation des étapes de confirmation dans notre laboratoire en raison de lI'indiponibilité du
réactif, I'utilisation d’un test dRVVT chez tous les patients présentant une suspicion d’avoir des
ACC, ce qui ne permet pas de les détecter uniquement par le test TCA et I'élévation des taux de
facteur VIII (FVIII) qui réduisent le temps de dépistage de TCA, malgré la présence des ACC [176].
Moore et al ont également démontré que les temps de dépistage faussement négatifs étaient
plus fréquents avec un systéme basé sur le TCA, reflétant probablement le raccourcissement du
temps de coagulation de dépistage en raison de niveaux élevés de FVIII [195]. Etant donné la

nature rétrospective de notre étude, nous n'avons pas mesuré les taux de FVIII dans notre série.
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3.2. Temps de quick :

Dans notre étude, aucun allongement isolé du TQ n'a été observée chez les patients avec
un ACC positif, Ceci est probablement di a la rareté de I'anticoagulant circulant lupique dans les

cas d'allongement isolé du temps de Quick [232].

3.3. dRVVT:

Aprés I'analyse des étapes de dépistage et de confirmation du dRVVT des 38 patients
sélectionnés au laboratoire, 27 patients ont été considérés comme positifs, soit 71,05% de la

population totale.

Dans la population ACC positif, 62,96% des cas ont été détecté par le dRVVT seul, 11,11%
par le dRVVT et le TCA, 11,11% par le dRVVT et le TQ, tandis que 14,82% ont été diagnostiqués

par les trois tests TQ, TCA et dRVVT.

D'apres la littérature, plusieurs études ont montré des résultats assez similaires a ceux de
notre série. Une étude sur la recherche de I’anticoagulant circulant lupique a été réalisée a partir
de 1801 échantillons de patients recrutés entre janvier 2020 et décembre 2022 au laboratoire
d'hématologie a I’hopital Phramongkutklao, Bangkok,Thailande. Les données diagnostiques de
1801 patients ont été évaluées en appliquant les algorithmes alternatifs préconisés par I'ISTH
SSC 2009, BCSH 2012, CLSI 2014 et ISTH SSC 2020, sur les 1801 patients 188 étaient positifs,
parmi les 188 cas de I’anticoagulant circulant lupique positifs, 67% ont été considérés comme
des ACC positifs par le dRVVT seul, alors que 25,5% par les deux tests dRVVT et le TCA [231].
Ce qui concorde avec une autre étude rétrospective réalisé en Italie ou le test dRVVT avec les
trois étapes (dépistage, mélange et confirmation) a abouti a un diagnostic positif des ACC chez
70,6% de la population [118]. L’étude menée par Mattia et al est en corrélation aussi avec notre

étude ou la positivité des ACC par le test dRVVT a été observée dans plus de 68.2% cas [118].

Alors que le test de dRVVT n’a permis de détecter que 23,6%, 16,1%,19% et 23% des
anticoagulants circulants lupiques chez le groupe de patients connus positifs pour les ACC

selon Simmons et al [127], Tang et al [120], Poz et al [233] et Pengo et al [122] respectivement.
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Tableau XIII : Pourcentages de détection de I’ACC par les tests.

Pourcentage de détection des ACC par les tests

Série
TCA seul dRVVT seul TCA+dRVVT TQ+dRVVT TQ+TCA+Drvvt
Simmons et
all, 2018 43.90% 23.6% 32.5% - -
[127]
Tang et all
8.6% 16.1% 75.3% - -
2016 [120]
Poz et all
26% 19% 55% - -
2016 [233]
Pengo et all,
13% 23.80% 63.20% - -
2007 [122]
Apipongrat et
all, 2024 7.5% 67% 25.5% - -
[231]
Mattia et all,
29.4% 70.6% - - -
2018 [118]
Moore et all,
37% 27% 30,75% - -
2005 [196]
Asakrah et
all, 2021 30,42% 69,58% - - -
[176]
Notre série 0% 62,96% 11,11% 11,11% 14,82%
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VIl. Exclusion d’une coagulopathie associée :

Dans notre série, 14,81% de la population ACC positif présentait une coagulopathie
associée. Il est nécessaire d’éliminer un déficit en facteur et/ou la présence d’un inhibiteur
spécifique dirigé contre un facteur de la coagulation masqué initialement par la présence d’un

ACC [234].

Parmi les patients diagnostiqués positifs aux ACC dans notre série, 11,11% avaient un
déficit en protéine C. Comme dans la littérature, une étude a révélé qu'un déficit en protéine C a
été observé chez 13,3% des patients porteurs d'un ACC [82], tandis qu'un autre auteur a constaté

que ce déficit n'est observé que chez 5,5% de I'ensemble des patients étudiés [235].

Dans notre étude, le déficit en protéine S a été retrouvé chez 3,7% des patients ACC
positifs, ce qui est en accord avec les résultats du PAULA HASSELAAR ou le déficit était observé
chez 5,5% des cas ayant un ACC positif [235]. Selon Ewa Marciniak et ses collegues, 7,14% des
cas présentaient un déficit en protéine S [82]. Preston et ses collegues ont observé une
concentration nettement inférieure de la protéine S libre chez les patients atteints de lupus
anticoagulant par rapport aux contrdles sains, ce qui suggeéere qu'une baisse des concentrations
de protéine libre S peut étre un facteur associé au lupus anticoagulant [236]. Une autre étude
portant sur 11 femmes ACC positifs avec des antécédents de thrombose et/ou de perte feetale, a
trouvé des niveaux normaux de protéine C totale, de protéine S totale, alors que 7 des 11

femmes avaient des niveaux subnormaux de protéine S libre [237].

On a observé une mutation du facteur V Leiden chez 7,4% de nos patients ayant un
diagnostic d'ACC positif, chez 3% dans I'étude menée par Monica Galli [238] et chez 7,69% dans
I'étude menée par Bengtsson et al [239]. Selon une étude réalisée par Imad Uthman et ses
collegues, il a été démontré que la mutation du facteur V Leiden est fréquente dans la région de
la Méditerranée orientale. C'est pourquoi ils recommandent de dépister les patients atteints de
LED dans cette région, notamment ceux atteints d'aCL et/ou d’ACC et qui n'ont pas de

thrombose antérieure [240].
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Comme indiqué dans la littérature, la mutation du facteur Il a été détectée chez 5,5%
[238] des patients présentant un ACC positif. Cependant, cette mutation a été diagnostiquée

chez 3,7% de nos patients.

Parmi les patients diagnostiqués positifs a 'ACC dans notre étude, 3,7% ont présenté un
déficit en antithrombine, tout comme dans la littérature, ou ce déficit est retrouvé chez
2,7% des cas [235]. Boey et al ont trouvé des concentrations élevées d'antithrombine chez 48%
des patients présentant un anticoagulant lupique et suggerent que l'anticoagulant lupique
interfere dans le test fonctionnel en neutralisant la thrombine [241], L'absence de relation entre
les concentrations élevées d'antithrombine et l'anticoagulant lupique dans notre étude ne

soutient pas cette explication.
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Limites de I’étude :

Notre étude présente plusieurs limites :

Le recueil rétrospectif des données biologiques et cliniques fait que nous n’avons pas pu

obtenir toutes les informations nécessaires.

La problématique d’interprétation qui provient de I’hétérogénéité des ACC, les réactifs

commercialisés, pouvant conduire a des résultats discordants.

La réalisation du TCA en deux étapes : dépistage et mélange, par lI'indisponibilité du

réactif pour I'étape de confirmation (neutralisation).
Des résultats erronés peuvent se rencontrer dans plusieurs situations [242] :
Des résultats faussement négatifs peuvent s’observer en cas de :

e Mauvaise centrifugation des échantillons pouvant étre responsable d’une présence
résiduelle de plaquettes comme dans notre série les plasmas de nos patients ont été

soumis a un seul cycle de centrifugation.
e D’événements thromboemboliques.
A l'inverse, des résultats faussement positifs peuvent s’observer en cas de :

e Traitements par les anticoagulants oraux direct (Apixaban, Rivaroxaban et
Dabigatran), il convient de noter que les tests ont été effectués sur des échantillons
de plasma provenant de trois patients anticoagulés avec de I'AOD dans notre

laboratoire.

e L’activité anti-Xa n'a pas été mesurée chez nos patients ayant recu une HBPM avant

le lancement de la recherche des ACC.

Dans d’autres situations des faux négatifs et des faux positifs peuvent s’observer avec le

méme produit :
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Prise des AVK, 5 patients de notre étude ont été concernés, le test a été fait sans dilution

de leur échantillon.

Malgré un effort de standardisation par les différents groupes internationaux
d’Hématologie et plusieurs tests disponibles sur le marché, le diagnostic des ACC reste
aujourd’hui une démarche biologique complexe. L'une des grandes difficultés est I'absence de
Gold-Standard, c’est-a-dire qu’il n’existe aucun test de référence permettant d’affirmer ou non
la présence d’un anticoagulant circulant lupique. De plus, parmi les tests disponibles, aucun
n’est ni assez sensible ni assez spécifique, ce qui nécessite l'utilisation de plusieurs techniques
basées sur des méthodologies différentes. La positivité d’au moins deux techniques permet de

démontrer la dépendance aux PL.
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Il. Recommandations :

1. Diagnostic biologigue des ACC :

La standardisation des tests de Il’anticoagulant circulant lupique au cours des 15
dernieres années, a été une premiere étape cruciale dans la diminution de la variabilité entre les
laboratoires pour détecter les anticoagulants circulants lupiques. Toutefois, les erreurs
diagnostiques causées par des problemes pré-analytiques demeurent un défi majeur [227]. Le
tableau (XIV) présente une simplification de la démarche diagnostique actuellement

recommandée par I'ISTH-SSC en 2020 [106].

Tableau XIV : Derniéres recommandations de I'lSTH-SSC concernant la détection des ACC [106].

Catégorie ISTH-SSC 2020
Collecte de sang Sang veineux recueilli dans du citrate de sodium 0,109 mol/L 9 :1.
Préparation de I'échantillon Double centrifugation.

Interpréter avec prudence les résultats lors d'événements
Moment du test

thromboemboliques aigus ou au cours de la grossesse.

Test a utiliser dRVVT et TCA.

Ordre des tests Dépistage => mélange et confirmation

. Effectuer sur : mélange avec PNP
Test de mélange

Interprétation avec un seuil spécifique au test de mélange

Calculs de la dépendance o )
Le rapport normalisé ou le pourcentage de correction

PL
Valeurs limites Utiliser des valeurs seuils internes
Calculer le 99e centile sur au moins 120 échantillons
Répéter le test apres un premier résultat positif apres 12
Phase post analytique semaines. Il est essentiel de toujours comparer les résultats du LA

avec ceux de I'aCL et de I'aB2GPI pour évaluer le profil de risque.
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Les dernieres recommandations de I'lSTH ont accordé une grande importance a la

détection de I'anticoagulant circulant lupique chez les patients anticoagulés, en particulier chez

les patients sous AOD. Les recommandations qui sont établies sont résumées ci-dessous [152] :

>

Dans I'état actuel des connaissances, nous pouvons conclure qu’il n'existe pas de
méthode simple pour détecter de maniere fiable les ACC chez les patients anticoagulés. Il
est recommandé que les tests doivent étre effectués en tenant compte du fait que les
anticoagulants peuvent prolonger le temps de coagulation des tests utilisés pour la
détection des anticoagulants circulants lupiques, et que cet effet peut donner lieu a des

faux positifs ou a des faux négatifs.

Il est suggéré que dans la mesure du possible, le sang destiné a la détection des
anticoagulants circulants lupiques, doit é&tre prélevé avant linstauration de

I'anticoagulation.

Certains des tests commerciaux spécifiguement concus pour la détection des
anticoagulants circulants lupiques, incluent dans leur composition des neutralisants de
I'héparine qui peuvent étouffer I'néparine non fractionnée (HNF) ou I'héparine de faible
poids moléculaire (HBPM) jusqu'a 1,0 U/mL. Il est recommandé donc aux laboratoires de

connaitre la composition des réactifs utilisés pour les tests.

Les tests des anticoagulants circulants lupiques sont moins affectés par I'HBPM que par
I'HNF. Toutefois, Il est recommandé d’interpréter les résultats des tests chez les patients

sous HBPM avec prudence.

Il est recommandé de mesurer l'activité anti-FXa chez les patients sous HBPM ou HNF et
si l'activité se situe dans l'intervalle thérapeutique, le test peut étre effectué, si les

réactifs contiennent des neutralisateurs d'héparine.
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>

La dilution du plasma du patient dans un pool de plasma normal est fréquemment
utilisée avant le test chez les patients anticoagulés. Il est suggéré que cette procédure ne
soit pas une solution fiable chez les patients sous AVK (des résultats faussement
négatifs ou faussement positifs peuvent survenir) et il est recommandé de ne pas l'utiliser

chez les patients sous anticoagulants oraux directs (AOD).

Les tests Taipan/Ecarine, qui sont moins affectés par les AVK et les AOD anti-FXa
peuvent étre une solution pour les tests des anticoagulants circulants lupiques chez les
patients anticoagulés. Il est proposé que leur utilisation générale soit subordonnée a
I'obtention de preuves indépendantes provenant d'études collaboratives avec des kits

standardisés.

Les AOD affectent invariablement la détection des anticoagulants circulants lupiques. Il
n’est pas recommandé d'essayer de les détecter chez les patients sous AOD, a moins
qu'ils ne soient supprimés ou neutralisés. L'utilisation d'adsorbants d’AOD est une
solution prometteuse. Il est suggéré qu'ils fassent I'objet d'études plus approfondies dans

les populations de patients positifs et négatifs aux anticoagulants circulants lupiques.

Lorsqu'il s'agit de tester les anticoagulants circulants lupiques chez des patients dont les
antécédents pharmacologiques et/ou cliniques sont inconnus, il est recommandé de
procéder a un test de routine, tels que le taux de prothrombine (TP), le temps de
céphaline avec activateur (TCA) et le temps de thrombine (TT). Ces tests ont pour but de
fournir des informations de base sur les coagulopathies inattendues ou d'une
anticoagulation non documentée. Un TT allongé (suggérant la présence de dabigatran ou
de I'HNF) devrait étre une indication pour ne pas effectuer le test a moins que les

médicaments ne soient retirés ou neutralisés.
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> |l est recommandé d'incorporer des informations sur I'anticoagulation du patient dans le
formulaire de demande, car elles sont primordiales pour l'interprétation des résultats.
Etant donné qu'un TCA et/ou un TP normaux n'excluent pas les AOD ou les HBPM, il est
recommandé que lorsque les résultats de laboratoire sont évocateurs d'un anticoagulant
circulant lupique, mais qu'il y a un doute, les résultats doivent étre rapportés avec des

avertissements sur le risque de faux positifs possibles en raison des AOD ou d'autres

anticoagulants.

VKA
TSVT/ET

H
Altered formulation
dRVVT

’
Mixing tests
dRVVT & aPTT

v
Test off antcoaguation

DTI

TSVT/ET

Altered formulation
dRVVT

v
Charcoal adsorbent
dRVVT & aPTT

v
Test off anbcoaguiation

Altered
formulation
dR\/VT

Charcoal adsorbent
dRVVT & aPTT

B
Test off
anticoagulation

dRVVT & aPTT
with neutraliser

v
Mixing tests
dRVVT & aPTT
with neutraliser

B
Test off
anticoagulation

TSVT: Taipan snake venom time, ET: ecarin time, aPTT: activated partial thromboplastin time,
VKA: vitamin K antagonist, DFXal: direct FXa inhibitor, DTI: direct thrombin inhibitor.

Figure 41 : Hiérarchies des tests suggérées pour les patients anticoagulés [178].
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2. Critéres diagnostiques du syndrome des antiphospholipides :

Les criteres de classification du SAPL viennent d'étre révisés en 2023, en suivant une
méthodologie rigoureuse recommandée par les sociétés savantes ACR/EULAR (American college
of rheumatology/European league against rheumatism). L'hétérogénéité du SAPL est mieux prise
en compte dans les criteres ACR/EULAR avec l'ajout de 3 nouveaux domaines cliniques :
microvasculaire, valvulaire et hématologique. L'autre grande modification dans les critéres
ACR/EULAR est la pondération des événements thrombotiques macrovasculaires en fonction de
la présence d'autres facteurs de risque thrombotiques. Les spécificités aPL prisent en compte
dans les criteres ACR/EULAR n'ont pas été modifiées mais une pondération moindre a été
attribuée aux IgM par rapport aux IgG. Les nouveaux criteres ACR/EULAR du SAPL sont plus
spécifiques que les anciens, permettant d'inclure des populations plus homogénes et plus
sévéres dans les essais cliniques. Les criteres ACR/EULAR ont été développés pour la
classification des patients dans les essais. lls peuvent étre utilisés comme une aide au diagnostic

en pratique clinique mais ne sont pas un dogme diagnostic [96].
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Tableau XV : Nouveaux criteres de classifications du SAPL publiés en 2023 [96].

Critére d’entrée

1 domaine clinique* + 1 domaine biologique
Maximum 3 ans entres les deux

Domaines cliniques**

D1 : Macrovasculaire veineux
Thrombose avec FDR majeur. 1
Thrombose sans FDR majeur. 3

D2 : Macrovasculaire artériel
Thrombose sur terrain a haut risque CV. 2
Thrombose sur terrain a faible risque CV. 4

D3 : Microvasculaire
Suspectée (=1 des éléments suivants) 2
- Livedo racemosa (Clinique)
- Vasculopathie livedoide (Clinique)
- Néphropathie aux aPL (Biologie)
- HIA (Clinique et Imagerie)
Prouvée (=1 des éléments suivants) 5
- Vasculopathie livedoide (anapath)
- Néphropathie aux aPL (anapath)
- HIA (LBA et anapath)
- Myocardite thrombotique (imagerie
ou anapath)
des

- Thrombose hémorragique

surrénales (imagerie ou anapath)

D4 : Obstétrical
>3 FCS (<10SA) et/ou 1 MFIU (10SA — 33SA)
isolés. 1

Pré-éclampsie sévere (<34SA) OU IP séveére
(<34SA) avec ou sans MFIU. 3

Pré-éclampsie sévére (<34SA) ET IP sévére
(<34SA) avec ou sans MFIU. 4

D5 : Valvulopathie

D6 : Hématologique
Thrombopénie entre 20 et 130 G/L. 2

Domaines biologiques

Epaississement valvulaire. 2
Végétations. 4
D7 : LA

LA positif une fois. 1

LA positif persistant (=212 semaines
d’intervalle). 5

D8 : aCL/ aB2GPI
IgM a taux modéré a élevé” (aCL et/ou

aB2GPI). 1
1gG a taux modéré a élevé (aCL et/ou
aB2GPI). 4
1gG a taux élevé™ (aCL ou aB2GPI). 5
1gG a taux élevé (aCL et a32GPI). 7

SAPL si 23points cliniques + 23points biologiques

* Ne pas compter ce critére clinique si une autre étiologie est au moins aussi probable que le SAPL.

** Dans chaque domaine, atribuer la pondération correspondant a I'événement qui donne le plus de points ;

# taux d’aPL IgG ou IgM compris 40 et 79 Ul en ELISA
## taux d’aPL 1gG ou IgM 280 Ul en ELISA

SAPL : syndrome des antiphospholipides, FDR : facteurs de risque, CV : cardiovasxculaire, HIA : hémorragie

intra-alvéolaire, LBA : lavage alvéolaire, aPL : anticorps antiphospholipides, FCS : fausse couche spontanée, SA :

semaines d’aménorrhées, MFIU : mort feetale intra-utérine, IP : insuffisance placentaire, LA : anticoagulant

circulant lupique, aCL : anticorps anticardiolipines, aB2GPI : anticorps anti-béta-2 Glycoprotéine 1, Ig :

immunoglobulines.

170




Les anticoagulants circulants : Méthodologie diagnostique au laboratoire et implications cliniques
(expérience de laboratoire d’hématologie HMA)

2006 UPDATED SAPPORO CRITERIA

Microvascular; confirmed by histology

Obstetric scenarios:
23 consecutive losses < 10 GW

o Fetal death > 10GW
Premature birth < 34 GW due to PEC
and/or P

Isolated moderate-high titre aCL IgM
and/or anti-B2GPI IgM

2023 ACR/EULAR CRITERIA

VASCULAR
* Venous
* Arterial
* Microvascular

OBSTETRIC
* consecutive pregnancy losses -
+ fetal death -
* PEC<34GW
* Pl<34GW

D1. with/without high-risk VTE profile
D2, with/without high-risk CVD profile
D3. suspected/established

D4. Obstetric scenarios:

o 23 consecutive losses < 10GW
23 consecutive losses 10-15 GW

o> Fetal death 16-33 GW in the absence
of severe PEC or severe Pl
Severe PEC OR/AND severe Pl < 34
GW with/without fetal death

2019 EULAR RECOMMENDATIONS

High-risk aPL profile

Positive LA
» Double aPL positivity
o Triple aPL positivity
High aPL titres

Low-risk aPL profile

o IsolatedaCL at

5 years

Moderate-high titre defined as:
aCL: >40 GPL/MPL or >99™ percentile
anti-B2GPI: >99" percentile
No

No

. LABORATORY | b2 o2
* LA : D7. single — one time vs. persistent Iow-medlum titres
'« aCL 1gG/IgM i iiinitenaiie e o Isolated anti-B2GPI at
: *+ anti-B2GPI IgG/IgM | high positive IgG low-medium titres
__________________________
Time span between clinical 3 years

event and aPL detection

Threshold values for
aCL and anti-B2GPI
Method: standardised ELISA

Entry criteria

Scoring system for items

Moderate positive: 40~79 units
High positive: >80 units

Yes

Yes

—

APS CLASSIFICATION
>3 points from
clinical domains

+
>3 points from
laboratory domains

Figure 42 : Comparaison entre les critéres de Sydney 2006 et les critéeres ACR/EULAR de 2023

[243].
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Les anticoagulants circulants lupiques sont caractérisés par leur capacité a perturber les
tests de coagulation qui sont dépendants des phospholipides. Paradoxalement, bien qu'ils aient
souvent un effet anticoagulant in vitro, ils sont clairement liés a la survenue de thromboses
artérielles et/ou veineuses et de pertes feetales a répétition. Ills sont souvent découverts
fortuitement, lorsqu'une anomalie du bilan de coagulation standard est détectée, habituellement

un allongement du TCA.

Les méthodes de diagnostic reposent sur un protocole spécifique qui a été actualisé en
2020 par I'ISTH afin de standardiser les méthodes de détection des anticoagulants circulants
lupiques. Cependant, malgré cette standardisation, il existe une grande variété de méthodes
utilisées dans les laboratoires, tant a I'échelle nationale qu'a I'échelle mondiale. Pour limiter cette
variation, la procédure diagnostique doit donc étre a la fois sensible et spécifique, ce qui
implique la mise en ceuvre d'une combinaison de tests basés sur des principes différents et le
respect rigoureux des procédures pré-analytiques dans les laboratoires. Ainsi, des études plus
approfondies sont nécessaires pour tenter d'établir des corrélations entre |‘expression
biologique des ACC et leurs associations cliniques, afin de prévenir particulierement le risque de
survenue d'événements thrombotiques et des complications obstétriques, et donc d'entamer

rapidement leur prise en charge.
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Fiche d’exploitation

» L’identité :
% Le sexe: féminin O masculin O
% L’age:

> Le service d’origine :

> Les antécédents :

% Les antécédents personnels médicaux :

< Les antécédents thromboemboliques :

— IDM: non [J oui [
- EP non [J oui [
- TVP: non [ oui [
- AVC: non [J oui [

% Les antécédents hémorragiques :
% Maladies auto immunes : non [ oui [
Si oui laquelle :
< Autres :
< Les traitements :
— Héparine : non [ oui [
- AVK: non [ oui [J
— Les anticoagulants oraux directs : non [

— Les antiagrégants plaquettaires : non [
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0

% Les antécédents chirurgicaux :
< Les antécédents obstétriques :
Fausses couches : non o oui [

Si oui : a combien de semaines d’aménorrhée

¢ Accouchement prématuré : non [ oui [
« Morts né : non [ oui [
e Pré-éclampsie : non [ oui [
« Autres :...........

@,

% Les antécédents familiaux :

> Les circonstances de découverte :

1) Cliniques :
e Les thromboses : non [ oui [
Si oui : le siege
e Probleme obstétrical : non [ oui [

Si oui : le quel
e Autres circonstances de découverte :
2) Biologiques :
e Bilan pré opératoire : non [ oui [

e Découverte systématique : non [ oui [
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> Diagnostic des ACC :

e Temps de Quick:......
e Temps de cephaline avec activateur :......
Si TCA allongé :
- Calcule de I'indice de Rosner :
e IR inférieura 12% : non [ oui [
e IR supérieur a 15%: non [ oui [

e Le temps de venin de vipere Russell dilué (dRVVT) :
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Résumé

Les anticoagulants circulants (ACC) sont définis comme des inhibiteurs acquis de la
coagulation, et sont divisés en deux catégories : les ACC qui agissent contre un facteur de
coagulation et ceux qui agissent contre une phase de coagulation. Parmi ces derniers, on
retrouve les ACC de type lupique. Il existe aujourd'hui une association claire entre les ACC
lupiques (ou d'autres anticorps antiphospholipides) et la survenue de manifestations de type
thrombotique et/ou de pertes feetales répétées, ce qui définit le SAPL. Cette étude a pour but de
préciser le processus de diagnostic des ACC de type lupique et de mettre en évidence leur
gravité clinique a partir de l'expérience du laboratoire d'hématologie de ['hopital militaire
Avicenne de Marrakech. Il s’agit d’une étude rétrospective étalée sur une période de 3 ans, allant
de 2021 a 2023, et incluant 38 cas de demande de recherche de I’anticoagulant circulant lupique
provenant principalement du service de médecine interne. Les principales motivations a la
recherche des ACC de type lupique ont été les thromboses veineuses ou artérielles. L'age moyen
de nos patients avec un ACC lupique positif était de 40,37 ans, avec des extrémes allant de 20
ans a 60 ans, le sex-ratio hommes sur femmes était de 1,25. La détection des ACC de type
lupique dans notre laboratoire a été réalisée d’une maniere respectant les criteres définis par
I'ISTH. L’étape pré-analytique a été considérée comme une phase primordiale, ainsi, nous avons
insisté sur l'importance de sélectionner correctement le moment du test, notamment chez les
patients traités par des anticoagulants, et de se conformer aux protocoles de collecte de sang et
de préparation de I'échantillon. Alors que I’étape analytique a été déroulée en quatre étapes : le
dépistage, I'étape de mélange, I'étape de confirmation et I'exclusion d'autres coagulopathies
associées. En suivant I’algorithme classique pour le TCA qui implique la réalisation de I'étape de
dépistage, de mélange puis de confirmation. Cependant, notre laboratoire a omis la troisieme
étape en raison de I'indisponibilité du réactif. Et I'algorithme intégré pour le dRVVT, nous avons
réalisé cette étape en effectuant les deux tests de dépistage et de confirmation durant la méme
procédure. En ce qui concerne |'étape de dépistage, 3 tests ont été effectués : le TCA, qui était
allongé chez 28,95% des cas, le dRVVTs avec un ratio dRVVTs > 1,2 chez 89,48% des cas et le

TQ qui était allongé chez 18,43%. Nous avons calculé I'IR qui, lors de I'étape de mélange,
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permet d’identifier une activité inhibitrice, nous avons remarqué que 63,64% des patients avec
un TCA allongé avaient un IR> 15%. Dans le but de confirmer la dépendance aux
phospholipides, nous avons effectué une évaluation du dRVVTc et calculé le ratio normalisé. Nos
résultats ont montré une présence d'un ACC lupique chez 71,05% des patients indiqués par leurs
ratios normalisés >1,2. Pour |’étape finale, nous avons constaté que la coagulopathie associée la
plus fréquente chez les individus diagnostiqués avec un ACC lupique positif est le déficit en
protéine C (11,11% des cas). Comme étape post analytique, nous avons demandé aux patients
dont le test a été positif, de le refaire aprés une période de 12 semaines afin de confirmer la
persistance de la maladie et d'éliminer toute positivité transitoire des ACC. Dans notre série les
résultats de ce test ont confirmé la présence de I'ACC chez tous les patients. Afin de comprendre
les effets des anticoagulants sur les tests TCA et dRVVT, en particulier les anticoagulants de
nouvelle génération, connus sous le nom d'anticoagulants oraux directs (AOD), les patients
traités avec les AVK, I’'HBPM et les AOD ont été inclus dans notre étude. Nous avons trouvé un
test d’ACC lupique positif chez 4 patients parmi un total de 5 traités avec les AVK, chez un
patient parmi les deux traités avec I'HBPM, ainsi que chez tous les 3 patients qui ont été traités
avec les AOD. En plus, étant donné que la persistance des anticoagulants circulants est liée a une
probabilité plus élevée de survenue de thromboses et/ou de complications obstétricales, nous
les avons également pris en considération. Comme résultats, nous avons observé une présence
des thromboses veineuses et artérielles chez 70,37% des personnes testées positives pour
I’anticoagulant circulant lupique, et une présence des maladies auto-immunes chez 29,62%,
dont 7,4% des cas sont dus au lupus. Nous avons également constaté une fréquence des fausses
couches a répétition chez 14,81% des patientes. Cette étude rétrospective nous a permis de
repérer les principaux éléments clinicobiologiques associés a la présence de I’anticoagulant
circulant de type lupique. Cependant, elle a présenté plusieurs limites en raison du manque de
standardisation, malgré les recommandations établies par les différents instituts, le diagnostic
demeure encore un défi. Ainsi, nous recommandons d’analyser chaque demande de recherche
des ACC avec prudence et de prendre en compte toutes les variantes qui peuvent influencer le

résultat, que ce soit a I’étape pré-analytique, analytique ou post-analytique.
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Abstract

Circulating anticoagulants (ACC) are endogenous molecules that interfere with
coagulation. They act by targeting either a factor of coagulation, or a step of coagulation
cascade such as lupus-type circulating anticoagulant. The persistence of LA (or other
antiphospholipid antibodies) is associated with the occurrence of thrombotic events and/or
recurrent pregnancy loss, which characterize the antiphospholipid syndrome (SAPL). In this
study, we investigated the diagnostic process of circulating lupus anticoagulant, and highlighted
its clinical severity using patient-based registries from the Clinical Laboratory of Hematology, at
Avicenne Military Hospital in Marrakech. This retrospective study spanned a period of three
years, from 2021 to 2023, and included 38 cases requesting research into lupus anticoagulant,
primarily from the internal medicine department. The primary indications for investigation of
lupus-type ACC were venous or arterial thrombosis. The mean age of patients with a positive
lupus-type circulating anticoagulant was 40,37 years, with extremes ranging from 20 to 60
years. The sex ratio was 1,25 men to women. The samples were processed according to
Subcommittee for lupus anticoagulant/antiphospholipid antibodies of the International Society
on Thrombosis and Haemostasis. Samples were prepared with respect to crucial preanalytical
recommendations including the timing of the test, particularly in patients treated with
anticoagulants, blood collection, and sample preparation. The analytical procedure was
conducted in four distinct phases: screening, mixing, confirmation, and exclusion of other
associated coagulopathies.

Following the classical algorithm for TCA, which involves the performance of the
screening, mixing and confirmation steps. However, our laboratory was unable to perform the
third step due to the unavailability of the reagent. Furthermore, the integrated algorithm for
dRVVT was implemented by conducting both the screening and confirmation tests during the
same procedure. In the screening phase, three tests were performed: the aPTT, which exhibited

prolonged results in 28,95% of cases, the dRVVTs, with a dRVVTs ratio > 1,2, in 89,48% of cases
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and the prothrombin time, which exhibited prolonged results in 18,43% of cases. The Rosner
index (RI) was calculated at the mixing stage, with the objective of identifying inhibitory activity.
The results indicated that 63,64% of patients with a prolonged aPTT exhibited a Rl greater than
15%. In order to confirm the dependence on phospholipids, we carried out an evaluation of the
confirmed Russell Viper Venom Time (dRVVTc) and calculated the Normalised Ratio.
Interestingly, our results revealed the presence of a lupus-type circulating anticoagulant in
71,05% of patients, with normalized ratios above 1,2. In the final step, we identified protein C
deficiency as the most common coagulopathy associated with a positive lupus anticoagulant test
result. This was observed in 11,11% of cases. As a post-analytical step, to confirm the
persistence of the disease and eliminate any transient LA positivity, repeating the test after 12
weeks was requested. In our series, the results of this test confirmed the presence of ACC in all
patients. Finally, in order to understand the effects of anticoagulants on APTT and dRVVT tests,
particularly, the new generation of anticoagulants known as direct oral anticoagulants (AOD),
patients treated with VKA, LMWH and AOD were included in our study. Our results indicated the
presence of LA in 4 cases treated with VKA, 1 case treated with LMWH, and 3 cases treated with
AOD. In addition, the persistence of circulating anticoagulants, which are associated with a
higher probability of thrombosis and/or obstetric complications, were considered. Thus, our
results showed that venous and arterial thrombosis occurred in 70,37% of LA-positive group,
autoimmune diseases in 29,62%, including 7,4% of cases that were due to lupus, and recurrent
miscarriage in 14,81% of patients. This retrospective study has enabled the identification of the
main challenges and limitations that clinical laboratories and health providers incur in the
detection and diagnosis of LA. Thus, Implementation of more standardized guidelines across
laboratories is required to facilitate diagnostic procedures and help clinicians to overcome these

challenges.
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