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DOYENS HONORAIRES :

1962 — 1969 : Professeur Abdelmalek FARAJ

1969 — 1974 : Professeur Abdellatif BERBICH
1974 — 1981 : Professeur Bachir LAZRAK

1981 — 1989 : Professeur Taieb CHKILI

1989 — 1997 : Professeur Mohamed Tahar ALAOUI
1997 - 2003 : Professeur AbdelmajidBELMAHI

ADMINISTRATION :

Doyen : Professeur NajiaHAJJAJ - HASSOUNI

Vice Doyen chargé des Affaires Académiques et estudiantines
Professeur Mohammed JIDDANE

Vice Doyen chargé de la Recherche et de la Coopération
Professeur Ali BENOMAR

Vice Doyen chargé des Affaires Spécifiques a la Pharmacie
Professeur Yahia CHERRAH

Secrétaire Général : Mr. El Hassane AHALLAT

PROFESSEURS :

Mars, Avril et Septembre 1980

1.  Pr. EL KHAMLICHI Abdeslam Neurochirurgie
Mai et Octobre 1981

2. Pr. HAMANI Ahmed* Cardiologie

3.  Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajih
4.  Pr. TAOBANE Hamid*

Chirurgie Cardio-Vasculaire
Chirurgie Thoracique

Mai et Novembre 1982

Pr. ABROUQ Ali*

Pr. BENOMAR M’hammed

Pr. BENSOUDA Mohamed

Pr. BENOSMAN Abdellatif

Pr. LAHBABI Naima ép. AMRANI

O XN own

Novembre 1983

10. Pr. ALAOUI TAHIRI Kébir*

11. Pr. BELLAKHDAR Fouad

12.  Pr. HAJJAJ Najia ép. HASSOUNI

Oto-Rhino-Laryngologie
Chirurgie-Cardio-Vasculaire
Anatomie

Chirurgie Thoracique
Physiologie

Pneumo-phtisiologie
Neurochirurgie
Rhumatologie



Décembre 1984

13. Pr. BOUCETTA Mohamed*

14. Pr. EL GUEDDARI Brahim E1 Khalil
15. Pr. MAAOUNI Abdelaziz

16. Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajdi

17. Pr. NAJI M’Barek *

18. Pr. SETTAF Abdellatif

Novembre et Décembre 1985

19. Pr. BENJELLOUN Halima

20. Pr. BENSAID Younes

21.  Pr. EL ALAOUI Faris Moulay El Mostafa
22. Pr. IHRAI Hssain *

23.  Pr. IRAQI Ghali

Janvier, Février et Décembre 1987

24.  Pr. AJANA Ali

25. Pr. AMMAR Fanid

26. Pr. CHAHED OUAZZANI Houriaép. TAOBANE
27. Pr. EL FASSY FIHRI Mohamed Taoufiq
28. Pr. EL HAITEM Naima

29. Pr. EL MANSOURI Abdellah*

30. Pr. EL YAACOUBI Moradh

31. Pr. ESSAID EL FEYDI Abdellah

32. Pr. LACHKAR Hassan

33. Pr. YAHYAOUI Mohamed

Décembre 1988

34. Pr. BENHAMAMOUCH Mohamed Najib
35. Pr. DAFIRI Rachida

36. Pr. FAIK Mohamed

37. Pr. HERMAS Mohamed

38. Pr. TOLOUNE Farida*

Décembre 1989 Janvier et Novembre 1990
39. Pr. ADNAOUI Mohamed

40. Pr. AOUNI Mohamed

41. Pr. BOUKILI MAKHOUKHI Abdelali
42. Pr. CHAD Bouziane

43. Pr. CHKOFF Rachid

44. Pr. HACHIM Mohammed*

45. Pr. KHARBACH Aicha

46. Pr. MANSOURI Fatima

47. Pr. OUAZZANI Taibi Mohamed Réda

Neurochirurgie
Radiothérapie

Médecine Interne
Anesthésie -Réanimation
Immuno-Hématologie
Chirurgie

Cardiologie
Pathologie Chirurgicale
Neurologie

Stomatologie et Chirurgie Maxillo-Faciale

Pneumo-phtisiologie

Radiologie

Pathologie Chirurgicale
Gastro-Entérologie
Pneumo-phtisiologie
Cardiologie
Chimie-Toxicologie Expertise
Traumatologie Orthopédie
Gastro-Entérologie

Meédecine Interne

Neurologie

Chirurgie Pédiatrique
Radiologie

Urologie

Traumatologie Orthopédie
Médecine Interne

Meédecine Interne
Meédecine Interne
Cardiologie

Pathologie Chirurgicale
Pathologie Chirurgicale
Meédecine-Interne
Gynécologie -Obstétrique
Anatomie-Pathologique
Neurologie



48.
49.

Pr. SEDRATI Omar*
Pr. TAZI Saoud Anas

Février Avril Juillet et Décembre 1991

50.
S1.
52.
53.
54.
55.
56.
57.
38.
59.
60.
61.
62.
63.
64.
65.
66.
67.

Pr. AL HAMANY Zaitounia

Pr. AZZOUZI Abderrahim

Pr. BAYAHIA Rabéa ¢ép. HASSAM

Pr. BELKOUCHI Abdelkader

Pr. BENABDELLAH Chahrazad

Pr. BENCHEKROUN BELABBES Abdellatif
Pr. BENSOUDA Yahia

Pr. BERRAHO Amina

Pr. BEZZAD Rachid

Pr. CHABRAOUI Layachi

Pr. CHANA El Houssaine*

Pr. CHERRAH Yahia

Pr. CHOKAIRI Omar

Pr. JANATI Idrissi Mohamed*

Pr. KHATTAB Mohamed

Pr. OUAALINE Mohammed*

Pr. SOULAYMANI Rachida ¢p.BENCHEIKH
Pr. TAOUFIK Jamal

Décembre 1992

68.
69.
70.
71.
72.
73.
74.
75.
76.
77.
78.
79.
80.
1.
82.
3.

Pr. AHALLAT Mohamed

Pr. BENOUDA Amina

Pr. BENSOUDA Adil

Pr. BOUJIDA Mohamed Najib

Pr. CHAHED OUAZZANI Laaziza
Pr. CHRAIBI Chafiq

Pr. DAOUDI Rajae

Pr. DEHAYNI Mohamed*

Pr. EL HADDOURY Mohamed

Pr. EL OUAHABI Abdessamad

Pr. FELLAT Rokaya

Pr. GHAFIR Driss*

Pr. IDDANE Mohamed

Pr. OUAZZANI TAIBI Med Charaf Eddine
Pr. TAGHY Ahmed

Pr. ZOUHDI Mimoun

Mars

&4.
85.

1994
Pr. AGNAOU Lahcen
Pr. AL BAROUDI Saad

Dermatologie
Anesthésie Réanimation

Anatomie-Pathologique
Anesthésie Réanimation
Néphrologie

Chirurgie Générale
Hématologie

Chirurgie Générale
Pharmacie galénique
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
Biochimie et Chimie
Ophtalmologie
Pharmacologie
Histologie Embryologie
Chirurgie Générale
Pédiatrie

Meédecine Préventive, Santé Publique et Hygiene
Pharmacologie

Chimie thérapeutique

Chirurgie Générale
Microbiologie
Anesthésie Réanimation
Radiologie
Gastro-Entérologie
Gynécologie Obstétrique
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
Anesthésie Réanimation
Neurochirurgie
Cardiologie

Médecine Interne
Anatomie

Gynécologie Obstétrique
Chirurgie Générale
Microbiologie

Ophtalmologie
Chirurgie Générale



86.
87.
88.
&9.
90.
91.
92.
93.
94.
95.
96.
97.
98.
99.
100.
101.
102.
103.
104.
105.
106.
107.
108.
109.

Pr. BENCHERIFA Fatiha

Pr. BENJAAFAR Noureddine

Pr. BENJELLOUN Samir

Pr. BEN RAIS Nozha

Pr. CAOUI Malika

Pr. CHRAIBI Abdelmjid

Pr. EL AMRANI Sabah ép. AHALLAT
Pr. EL AOUAD Rajae

Pr. EL BARDOUNI Ahmed

Pr. EL HASSANI My Rachid

Pr. EL IDRISSI LAMGHARI Abdennaceur
Pr. ERROUGANI Abdelkader

Pr. ESSAKALI Malika

Pr. ETTAYEBI Fouad

Pr. HADRI Larbi*

Pr. HASSAM Badredine

Pr. IFRINE Lahssan

Pr. JELTHI Ahmed

Pr. MAHFOUD Mustapha

Pr. MOUDENE Ahmed*

Pr. OULBACHA Said

Pr. RHRAB Brahim

Pr. SENOUCI Karima ¢ép. BELKHADIR
Pr. SLAOUI Anas

Mars

110.
111.
112.
113.
114.
115.
116.
117.
118.
119.
120.
121.
122.
123.

1994

Pr. ABBAR Mohamed*

Pr. ABDELHAK M’barek

Pr. BELAIDI Halima

Pr. BRAHMI Rida Slimane

Pr. BENTAHILA Abdelali

Pr. BENYAHIA Mohammed Ali
Pr. BERRADA Mohamed Saleh
Pr. CHAMI Ilham

Pr. CHERKAOUI LallaOuafae
Pr. EL ABBADI Najia

Pr. HANINE Ahmed*

Pr. JALIL Abdelouahed

Pr. LAKHDAR Amina

Pr. MOUANE Nezha

Mars

124.
125.

1995
Pr. ABOUQUAL Redouane
Pr. AMRAOUI Mohamed

Ophtalmologie
Radiothérapie
Chirurgie Générale
Biophysique
Biophysique

Endocrinologie et Maladies Métaboliques

Gynécologie Obstétrique
Immunologie
Traumato-Orthopédie
Radiologie

Meédecine Interne

Chirurgie Générale
Immunologie

Chirurgie Pédiatrique
Meédecine Interne
Dermatologie

Chirurgie Générale
Anatomie Pathologique
Traumatologie — Orthopédie
Traumatologie- Orthopédie
Chirurgie Générale
Gynécologie —Obstétrique
Dermatologie

Chirurgie Cardio-Vasculaire

Urologie

Chirurgie — Pédiatrique
Neurologie

Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Gynécologie — Obstétrique
Traumatologie — Orthopédie
Radiologie

Ophtalmologie
Neurochirurgie

Radiologie

Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Réanimation Médicale
Chirurgie Générale



126.
127.
128.
129.
130.
131.
132.
133.
134.
135.
136.
137.
138.
139.
140.
141.
142.
143.

Pr. BAIDADA Abdelaziz

Pr. BARGACH Samir

Pr. BEDDOUCHE Amoqrane*

Pr. BENAZZOUZ Mustapha

Pr. CHAARI Jilali*

Pr. DIMOU M’barek*

Pr. DRISSI KAMILI Mohammed Nordine*
Pr. EL MESNAOUI Abbes

Pr. ESSAKALI HOUSSYNI Leila

Pr. FERHATI Driss

Pr. HASSOUNI Fadil

Pr. HDA Abdelhamid*

Pr. IBEN ATTYA ANDALOUSSI Ahmed
Pr. IBRAHIMY Wafaa

Pr. MANSOURI Aziz

Pr. OUAZZANI CHAHDI Bahia

Pr. SEFTIANI Abdelaziz

Pr. ZEGGWAGH Amine Ali

Décembre 1996

144.
145.
146.
147.
148.
149.
150.
151.
152.
153.
154.
155.
156.

Pr. AMIL Touriya*

Pr. BELKACEM Rachid

Pr. BOULANOUAR Abdelkrim
Pr. EL ALAMI EL FARICHA EL Hassan
Pr. EL MELLOUKI Ouafae*

Pr. GAOUZI Ahmed

Pr. MAHFOUDI M’barek*

Pr. MOHAMMADINE EL Hamid
Pr. MOHAMMADI Mohamed

Pr. MOULINE Soumaya

Pr. OUADGHIRI Mohamed

Pr. OUZEDDOUN Naima

Pr. ZBIR EL Mehdi*

Novembre 1997

157.
158.
159.
160.
161.
162.
163.
164.
165.

Pr. ALAMI Mohamed Hassan
Pr. BEN AMAR Abdesselem
Pr. BEN SLIMANE Lounis
Pr. BIROUK Nazha

Pr. CHAOUIR Souad*

Pr. DERRAZ Said

Pr. ERREIMI Naima

Pr. FELLAT Nadia

Pr. GUEDDARI Fatima Zohra

Gynécologie Obstétrique
Gynécologie Obstétrique
Urologie
Gastro-Entérologie
Meédecine Interne
Anesthésie Réanimation
Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale
Oto-Rhino-Laryngologie
Gynécologie Obstétrique
Meédecine Préventive, Santé Publique et Hygiene
Cardiologie

Urologie

Ophtalmologie
Radiothérapie
Ophtalmologie
Génétique

Réanimation Médicale

Radiologie
Chirurgie Pédiatrie
Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Parasitologie
Pédiatrie

Radiologie
Chirurgie Générale
Médecine Interne
Pneumo-phtisiologie
Traumatologie-Orthopédie
Néphrologie
Cardiologie

Gynécologie-Obstétrique
Chirurgie Générale
Urologie

Neurologie

Radiologie
Neurochirurgie

Pédiatrie

Cardiologie

Radiologie



166. Pr. HAIMEUR Charki*

167. Pr. KADDOURI Noureddine
168. Pr. KANOUNI NAWAL

169. Pr. KOUTANI Abdellatif

170. Pr. LAHLOU Mohamed Khalid
171. Pr. MAHRAOUI CHAFIQ
172. Pr. NAZI M’barek*

173. Pr. OUAHABI Hamid*

174. Pr. TAOUFIQ Jallal

175. Pr. YOUSFI MALKI Mounia

Novembre 1998

176. Pr. AFIFI RAJAA

177. Pr. AIT BENASSER MOULAY Ali*
178. Pr. ALOUANE Mohammed*

179. Pr. BENOMAR ALI

180. Pr. BOUGTAB Abdesslam

181. Pr. ER RIHANI Hassan

182. Pr. EZZAITOUNI Fatima

183. Pr. KABBAIJ Najat

184. Pr. LAZRAK Khalid (M)

Novembre 1998

185. Pr. BENKIRANE Majid*
186. Pr. KHATOURI ALI*
187. Pr. LABRAIMI Ahmed*

Janvier 2000

188. Pr. ABID Ahmed*

189. Pr. AIT OUMAR Hassan

190. Pr. BENCHERIF My Zahid

191. Pr. BENJELLOUN DAKHAMA Badr.Sououd
192. Pr. BOURKADI Jamal-Eddine

193. Pr. CHAOUI Zineb

194. Pr. CHARIF CHEFCHAOUNI Al Montacer
195. Pr. ECHARRAB EIl Mahjoub

196. Pr. EL FTOUH Mustapha

197. Pr. EL MOSTARCHID Brahim*

198. Pr. EL OTMANY Azzedine

199. Pr. GHANNAM Rachid

200. Pr. HAMMANI Lahcen

201. Pr. ISMAILI Mohamed Hatim

202. Pr. ISMAILI Hassane*

203. Pr. KRAMI Hayat Ennoufouss

Anesthésie Réanimation
Chirurgie Pédiatrique
Physiologie

Urologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Cardiologie

Neurologie

Psychiatrie

Gynécologie Obstétrique

Gastro-Entérologie
Pneumo-phtisiologie
Oto-Rhino-Laryngologie
Neurologie

Chirurgie Générale
Oncologie Médicale
Néphrologie

Radiologie

Traumatologie Orthopédie

Hématologie
Cardiologie
Anatomie Pathologique

Pneumophtisiologie
Pédiatrie

Ophtalmologie

Pédiatrie
Pneumo-phtisiologie
Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Pneumo-phtisiologie
Neurochirurgie
Chirurgie Générale
Cardiologie

Radiologie
Anesthésie-Réanimation
Traumatologie Orthopédie
Gastro-Entérologie



204.
205.
206.

Pr. MAHMOUDI Abdelkrim*
Pr. TACHINANTE Rajae
Pr. TAZI MEZALEK Zoubida

Novembre 2000

207.
208.
209.
210.
211.
212.
213.
214.
215.
216.
217.
218.
219.
220.
221.
222.
223.
224.
225.
226.

Pr. AIDI Saadia

Pr. AIT OURHROUI Mohamed
Pr. AJANA Fatima Zohra

Pr. BENAMR Said

Pr. BENCHEKROUN Nabiha

Pr. CHERTI Mohammed

Pr. ECH-CHERIF EL KETTANI Selma
Pr. EL HASSANI Amine

Pr. EL IDGHIRI Hassan

Pr. EL KHADER Khalid

Pr. EL MAGHRAOUI Abdellah*
Pr. GHARBI Mohamed EIl Hassan
Pr. HSSAIDA Rachid*

Pr. LACHKAR Azzouz

Pr. LAHLOU Abdou

Pr. MAFTAH Mohamed*

Pr. MAHASSINI Najat

Pr. MDAGHRI ALAOUI Asmae
Pr. NASSIH Mohamed*

Pr. ROUIMI Abdelhadi

Décembre 2001

227.
228.
229.
230.
231.
232.
233.
234.
235.
236.
237.
238.
2309.
240.
241.
242.
243.

Pr. ABABOU Adil

Pr. BALKHI Hicham*

Pr. BELMEKKI Mohammed
Pr. BENABDELJLIL Maria

Pr. BENAMAR Loubna

Pr. BENAMOR Jouda

Pr. BENELBARHDADI Imane
Pr. BENNANI Rajae

Pr. BENOUACHANE Thami
Pr. BENYOUSSEF Khalil

Pr. BERRADA Rachid

Pr. BEZZA Ahmed*

Pr. BOUCHIKHI IDRISSI Med Larbi
Pr. BOUHOUCH Rachida

Pr. BOUMDIN El Hassane*
Pr. CHAT Latifa

Pr. CHELLAOUI Mounia

Anesthésie-Réanimation
Anesthésie-Réanimation
Médecine Interne

Neurologie

Dermatologie

Gastro-Entérologie

Chirurgie Générale

Ophtalmologie

Cardiologie

Anesthésie-Réanimation

Pédiatrie

Oto-Rhino-Laryngologie

Urologie

Rhumatologie

Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Anesthésie-Réanimation

Urologie

Traumatologie Orthopédie
Neurochirurgie

Anatomie Pathologique

Pédiatrie

Stomatologie Et Chirurgie Maxillo-Faciale
Neurologie

Anesthésie-Réanimation
Anesthésie-Réanimation
Ophtalmologie
Neurologie

Néphrologie
Pneumo-phtisiologie
Gastro-Entérologie
Cardiologie

Pédiatrie

Dermatologie
Gynécologie Obstétrique
Rhumatologie

Anatomie

Cardiologie

Radiologie

Radiologie

Radiologie



244.
245.
246.
247.
248.
249.
250.
251.
252.
253.
254.
255.
256.
257.
258.
259.
260.
261.
262.
263.
264.
265.
266.
267.

Pr. DAALI Mustapha*

Pr. DRISSI Sidi Mourad*

Pr. EL HIJRI Ahmed

Pr. EL MAAQILI Moulay Rachid
Pr. EL MADHI Tarik

Pr. EL MOUSSAIF Hamid
Pr. EL OUNANI Mohamed
Pr. EL QUESSAR Abdeljlil
Pr. ETTAIR Said

Pr. GAZZAZ Miloudi*

Pr. GOURINDA Hassan

Pr. HRORA Abdelmalek

Pr. KABBAJ Saad

Pr. KABIRI EL Hassane*

Pr. LAMRANI Moulay Omar
Pr. LEKEHAL Brahim

Pr. MAHASSIN Fattouma*
Pr. MEDARHRI Jalil

Pr. MIKDAME Mohammed*
Pr. MOHSINE Raouf

Pr. NOUINI Yassine

Pr. SABBAH Farid

Pr. SEFTIANI Yasser

Pr. TAOUFIQ BENCHEKROUN Soumia

Décembre 2002

268.
269.
270.
271.
272.
273.
274.
275.
276.
2717.
278.
279.
280.
281.
282.
283.
284.
285.

Pr. AL BOUZIDI Abderrahmane*
Pr. AMEUR Ahmed *

Pr. AMRI Rachida

Pr. AOURARH Aziz*

Pr. BAMOU Youssef *

Pr. BELMEJDOUB Ghizlene*

Pr. BENZEKRI Laila

Pr. BENZZOUBEIR Nadia*

Pr. BERNOUSSI Zakiya

Pr. BICHRA Mohamed Zakariya
Pr. CHOHO Abdelkrim *

Pr. CHKIRATE Bouchra

Pr. EL ALAMI EL FELLOUS Sidi Zouhair
Pr. EL BARNOUSSI Leila

Pr. EL HAOURI Mohamed *

Pr. EL MANSARI Omar*

Pr. ES-SADEL Abdelhamid

Pr. FILALI ADIB Abdelhai

Chirurgie Générale
Radiologie
Anesthésie-Réanimation
Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique
Ophtalmologie

Chirurgie Générale
Radiologie

Pédiatrie

Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique
Chirurgie Générale
Anesthésie-Réanimation
Chirurgie Thoracique
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Vasculaire Périphérique
Meédecine Interne
Chirurgie Générale
Hématologie Clinique
Chirurgie Générale
Urologie

Chirurgie Générale
Chirurgie Vasculaire Périphérique
Pédiatrie

Anatomie Pathologique
Urologie

Cardiologie
Gastro-Entérologie
Biochimie-Chimie

Endocrinologie et Maladies Métaboliques

Dermatologie
Gastro-Entérologie
Anatomie Pathologique
Psychiatrie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Chirurgie Pédiatrique
Gynécologie Obstétrique
Dermatologie

Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique



286.
287.
288.
289.
290.
291.
292.
293.
294.
295.
296.
297.
298.
299.
300.
301.
302.
303.
304.

Pr. HADDOUR Leila

Pr. HAJJI Zakia

Pr. IKEN Ali

Pr. ISMAEL Farid

Pr. JAAFAR Abdeloihab*

Pr. KRIOUILE Yamina

Pr. LAGHMARI Mina

Pr. MABROUK Hfid*

Pr. MOUSSAOUI RAHALI Driss*
Pr. MOUSTAGHFIR Abdelhamid*
Pr. NAITLHO Abdelhamid*

Pr. OUJILAL Abdelilah

Pr. RACHID Khalid *

Pr. RAISS Mohamed

Pr. RGUIBI IDRISSI Sidi Mustapha*
Pr. RHOU Hakima

Pr. SIAH Samir *

Pr. THIMOU Amal

Pr. ZENTAR Aziz*

PROFESSEURS AGREGES :

Janvier 2004

305.
306.
307.
308.
309.
310.
311.
312.
313.
314.
315.
316.
317.
318.
319.
320.
321.
322.
323.
324.
325.
326.

Pr. ABDELLAH EIl Hassan

Pr. AMRANI Mariam

Pr. BENBOUZID Mohammed Anas
Pr. BENKIRANE Ahmed*

Pr. BENRAMDANE Larbi*

Pr. BOUGHALEM Mohamed*
Pr. BOULAADAS Malik

Pr. BOURAZZA Ahmed*

Pr. CHAGAR Belkacem*

Pr. CHERRADI Nadia

Pr. EL FENNI Jamal*

Pr. EL HANCHI ZAKI

Pr. EL KHORASSANI Mohamed
Pr. EL YOUNASSI Badreddine*
Pr. HACHI Hafid

Pr. JABOUIRIK Fatima

Pr. KARMANE Abdelouahed
Pr. KHABOUZE Samira

Pr. KHARMAZ Mohamed

Pr. LEZREK Mohammed*

Pr. MOUGHIL Said

Pr. NAOUMI Asmae*

Cardiologie
Ophtalmologie

Urologie

Traumatologie Orthopédie
Traumatologie Orthopédie
Pédiatrie

Ophtalmologie
Traumatologie Orthopédie
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie

Médecine Interne
Oto-Rhino-Laryngologie
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Générale
Pneumophtisiologie
Néphrologie

Anesthésie Réanimation
Pédiatrie

Chirurgie Générale

Ophtalmologie

Anatomie Pathologique
Oto-Rhino-Laryngologie
Gastro-Entérologie
Chimie Analytique
Anesthésie Réanimation
Stomatologie et Chirurgie Maxillo-faciale
Neurologie

Traumatologie Orthopédie
Anatomie Pathologique
Radiologie

Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Cardiologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
Traumatologie Orthopédie
Urologie

Chirurgie Cardio-Vasculaire
Ophtalmologie



327.
328.
3209.
330.

Pr. SASSENOU ISMAIL*
Pr. TARIB Abdelilah*

Pr. TIJAMI Fouad

Pr. ZARZUR Jamila

Janvier 2005

331.
332.
333.
334.
335.
336.
337.
338.
3309.
340.
341.
342.
343.
344.
345.
346.
347.
348.
349.
350.
351.
352.
353.
354.
355.
356.
357.
358.

Pr. ABBASSI Abdellah

Pr. AL KANDRY Sif Eddine*
Pr. ALAOUI Ahmed Essaid
Pr. ALLALI Fadoua
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A- Définition :

Les anticoagulants circulants (ACC) sont des inhibiteurs acquis de la coagulation. C’est
un groupe hétérogene de substances inhibitrices de la coagulation. Ce sont des substances
acquises ayant les caractéristiques d’anticoagulants (immunoglobulines G) dont certains sont
spécifiques de facteurs de coagulation. Les ACC sont fabriqués par I’organisme et retrouvés
dans le sang de certains patients. Ils inhibent la formation normale du caillot sanguin et

apparaissent dans certaines maladies. Il faut les distinguer :

-des inhibiteurs physiologiques de la coagulation tel que I’antithrombine III, protéine

C, le tissue factor pathway inhibitor (TPHI)
-des inhibiteurs thérapeutiques : héparine exogene

Les ACC sont des auto-anticorps qui sont souvent de type IgG ou IgM, parfois les 2 en
méme temps ; les types IgA sont rares. Ils sont dirigés contre un facteur de la coagulation ou
contre une phase de la coagulation. Ils allongent les tests de la coagulation dépendants des
phospholipides (TCA et / ou TP et /ou TT) en I’absence de correction par adjonction d’un
plasma témoin [1]. En fonction des tests perturbés on distingue deux types d’ACC :

-les inhibiteurs spécifiques d’un facteur de coagulation (anti-facteur VIII, IX, XI,
V..)et

- les inhibiteurs dirigés contre une phase de la coagulation ou inhibiteurs de type anti

phospholipides (aPL) autrement appelé anti-prothrombinase ou lupus anticoagulant
(LA).

Il est tres important de les différencier car les inhibiteurs anti-facteurs entrainent des
hémorragies et les inhibiteurs de type antiphospholipides entrainent des thromboses. Les ACC
ont une action anticoagulante in vitro (phospholipides en quantité¢ limitante) et non in vivo :
d’ou une absence de risque hémorragique (si absence de déficit en prothrombine ou de

thrombopénie majeure).
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B- Intérét :

Il s’agit d’un sujet complexe nécessitant une standardisation des tests. La recherche
d’ACC permet de préciser 1’origine d’une augmentation isolée des tests de coagulation dont :
Temps de céphaline avec activateur (TCA) et Temps de Quick (TQ). Si la recherche est

positive il convient alors de préciser la nature de I’ACC.

Le diagnostic et IDinterprétation des ACC restent délicat en rapport avec le
comportement différent des ACC in vitro et in vivo, d’ou le réle important du biologiste dans

le diagnostic, I’évaluation du risque et le suivi du traitement.
L'objectif de notre travail est double:
-L'établissement du diagnostic d'un anticoagulant circulant,

-Ces anticoagulants sont ils responsables d'une symptomatologie clinique ou pas.
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I. HISTOIRIQUE

Pour mieux comprendre I’hétérogénéité des 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 diversifiés. C’est August Wasserman qui, en 1906 [2], est
a origine de la découverte de ces anticorps avec un test diagnostique de la syphilis qui
utilisait la réaction de fixation du complément développée par Jules Bordet, le fameux test de
Bordet-Wasserman (BW). L’antigene utilisé dans le BW initial était un extrait de foie issu de
feetus avec syphilis congénitale appelé « réagine ». 11 fut remplacé par un extrait de tissus
sains grace aux travaux de Landsteiner, et la méthode de détection évolua du test de fixation
du complément au test de floculation sur lame. En 1941, Marie Pangborn démontrait que la
réagine ¢était un phospholipide anionique dénommé par la suite « cardiolipin » parce qu’il était
isolé a partir du muscle cardiaque [3]. C’est ainsi que, durant plusieurs décennies, un extrait
alcoolique de cceur de beeuf fut utilis€é comme antigene dans le test de dépistage de la syphilis
connus sous le terme de Venereal Disease Research Laboratory (VDRL). L’utilisation a
grande échelle du VDRL dans le cadre des campagnes de dépistage de la syphilis allait
permettre la mise en évidence d’un syndrome, jusque la ignoré: le syndrome des
antiphopholipides (SAPL). En effet, ces campagnes ont révélé un nombre important
d’individus avec une sérologie de la syphilis dite « faussement positive » car ils ne
présentaient aucun symptome clinique de la syphilis et le test d’immobilisation du tréponeme
¢tait négatif. La plus part d’entre eux étaient des femmes. En 1952, Moore et Mohr ont été les
premiers a décrire une telle « fausse sérologie » [4]. Lorsqu’elle était transitoire, elle se
retrouvait au cours de maladies infecticuses autres que la syphilis; et lorsqu’elle était
persistante, elle était le plus souvent associée a une maladie auto-immune, essentiellement le
lupus érythémateux aigu disséminé (LEAD). C’est ainsi que le « faux BW » était devenu un
des critéres biologiques de diagnostic du LEAD établis par 1’American Rheumatism

Association (ARA).

En 1952, la présence d’un temps prolongé de coagulation in vitro chez deux patients

lupiques a permis I’introduction du terme « anticoagulant circulant » [5], devenu 20 ans plus
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tard « anticoagulant lupique » (LA). Une association entre la présence de LA et les
manifestations thrombotiques chez les patients lupiques a été décrite par certains auteurs ,
dont Soulier et Boffa qui, dés 1980 ont rapporté I’association d’avortements répétés et de
thromboses avec la présence d’anticoagulant circulant [6]. C’est a partir de 1983 que Harris a
largement contribué a I’étude des associations cliniques, avec la présence d’anticorps
anticardiolipines (aCL).Avec ses collaborateurs, ils ont mis au point un test radio-
immunologique pour la détection des aCL [7], remplacé deux ans plus tard par le test Elisa
[8], ce qui en a facilité¢ 'usage et a permis d’étudier la signification clinique de ces anticorps
chez les patients lupiques. Une incidence élevée de thromboses et de morbidité foetale chez
des patients lupiques positifs pour ces anticorps a été observée, et ¢’est ainsi qu’une nouvelle
entit¢, a la foi clinique et biologique a émergé. Elle fut, dans un premier temps,
appelée « syndrome des anticardiolipine» [9] puis SAPL parce que les anticorps

reconnaissaient des phospholipides autres que la cardiolipine [10].

L’historique des anti-facteurs s’est dessiné dans le temps selon le type d’anticorps
atteint. Ainsi la découverte des anticorps anti-facteur VIII et IX c’est faites en 1940 par la
découverte de I’hémophilie acquise qui est une maladie mettent en jeu a court terme la vie
des patients. Elle a fais beaucoup de chemin depuis sa découverte. Son incidence varie entre
un a quatre millions d’individus par an ce qui explique qu’elle soit encore largement
méconnue et qu’aucun consensus n’existe quant a son traitement. Il est vrai qu’elle surprend
toujours et tue souvent.

La découverte du syndrome de de Willebrand acquis (AvWS) a été décris pour la
premiere fois en 1968 au cours d’un lupus érythémateux disséminé [11]. Il reste encore
largement méconnu puisque seulement 300 cas ont ét¢ rapportés dans la littérature depuis
cette date [12,13].

Le FV a été identifié¢ dans les années 1940. Le premier déficit constitutionnel en FV a
¢té publié pour la premiere fois en 1947 par Owren. Son cas index était une jeune femme de
29 ans souffrant d’épistaxis prolongées et de ménorragies trés importante. Owren en 1944
démontra qu’elle avait un déficit en un facteur procoagulant encore inconnu qu’il appela

facteur V. Ce facteur a ensuite été renommé proaccélérine.
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IT. RAPPEL PHYSIOLOGIQUE

L’hémostase est un phénomene physiologique permettant d’interrompre un saignement
puis de rétablir une circulation sanguine normale. Son rdle est le maintien du volume sanguin
et de I’état liquide du sang.Il s’agit d’un systéme finement régulé et en I’absence de breche
vasculaire la balance entre effets pro coagulants et anticoagulants doit prévenir les

saignements spontanés et la formation de thrombose [14].

L’¢étude de la physiologie de I’hémostase présente trois pdles d’intéréts :
-physiopathologique : analyse des troubles de I’hémostase rencontrée en clinique
-biologique : interprétation des tests explorant les différents stades de I’hémostase
-thérapeutique : approche plus précise de différentes drogues utilisées.

A- Hémostase primaire ou temps endothélio-plaquettaire :

C’est le premier temps de I’hémostase déclenché dés que se constitue une breéche
vasculaire aboutissant a la formation d’un clou plaquettaire ou thrombus blanc [15]. Elle est
suffisante pour arréter le saignement au niveau des petits vaisseaux. Au cours de cette étape
interviennent : la paroi vasculaire, les plaquettes (dont la membrane est riche en
phospholipides et qui se repartissent de manic€res asymétriques) et des facteurs plasmatiques,

le facteur de willebrand et le fibrinogene [16].
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Figure 1 : Déroulement de ’hémostase [17]

B- Coagulation :

La coagulation sanguine est une étape de I’hémostase ayant pour but la formation d’un
thrombus solide, c¢’est donc la transformation d’un liquide le plasma en un gel. Cette
gélification est due a la transformation du fibrinogene soluble en fibrine insoluble [18].
La thrombine est I’enzyme clé qui clive le fibrinogene en fibrine visant a consolider le caillot
formé lors de I’hémostase primaire [19]. La thrombine ne peut circuler sous sa forme
enzymatique, elle se trouve dans le plasma sous sa forme inactive (zymogene). Son activation

est ’aboutissement d’une série d’activation par d’autres molécules inactives.
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1) Les protéines de la coagulation

La paroi vasculaire participe grace a ses propriétés contractiles et/ ou sécrétoires au
processus de la coagulation au méme titre que le plasma et les plaquettes sanguines. Les
protéines de la coagulation sont des protéines plasmatiques qui incluent les facteurs (F) et les
inhibiteurs physiologiques de la coagulation. Le facteur tissulaire est une protéine
membranaire présente dans la tunique externe du vaisseau, c’est I’élément principal
déclenchant le processus de la coagulation quand une I€sion vasculaire I’amene au contact du

sang [20].

Tableau I : Caractéristiques des protéines de la coagulation [21].

Acteur Nom Fonction Lieu de synthése Vitamino K
dépendante

Facteurs de la coagulation

I Fibrinogene substrat Foie

11 Prothrombine Zymogeéne Foie +

A" Proaccélérine Cofacteur Foie

VII Proconvertine Zymogeéne Foie +

VIII Facteur antihémophilique A Cofacteur Foie

IX Facteur antihémiphilique B Zymogene Foie +

X Facteur de Stuart Zymogene Foie +

XI Facteur de Rosenthal Zymogene Foie

XII Facteur Hageman Zymogéne Foie

XIIT Facteur stabilisant de fibrine Zymogeéne Foie

Facteur tissulaire Récepteur VIla Multicellulaire

Facteusr inhibiteurs

Antithrombine Inhibiteur Foie

Protéine C Zymogeéne Foie +

Protéine S Cofacteur Foie +

Thrombomoduline Récepteur I1a Cellule endothéliale
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1.2. Le facteur tissulaire

Il s’agit d’une glycoprotéine membranaire synthétisée de fagon constitutive par les
fibroblastes présents dans I’adventis des vaisseaux. Il forme une enveloppe hémostatique
autour de I’arbre vasculaire et est séparé du sang par I’endothélium mais il est prét a intervenir
en cas de lésion du vaisseau. Il est inséré dans la bicouche lipidique des membranes des
cellules qui I'expriment, le F.T est a la fois I'initiateur de 1’activation de la coagulation
sanguine et un vrai récepteur appartenant a la famille des récepteurs de cytokines de classes
2.La fixation du F.VII sur le F.T et son activation déclenchent des signaux intracellulaires et

des réponses qui participent au remodelage de la paroi vasculaire.

Le facteur VIla peu soit activer directement le facteur X (si le FT est en exces), soit

activer le facteur IX qui en présence du facteur VIII activera le facteur X.

Tableau II : Roéle du facteur tissulaire [17]

FT
F VII

FT - F VIla

X jIXa X j){a

peptide 35 aa peptide 52 aa

Peu de facteur tissulaire Excés de facteur tissulaire

1.3. Les inhibiteurs physiologiques de la coagulation

Les facteurs activés ne doivent pas circuler dans le plasma d’ou le rdle essentiel de la
phagocytose des facteurs activés par le systeme réticulohistiocytaire et dilution des facteurs
par le courant circulatoire. Les inhibiteurs physiologiques de la coagulation sont des protéines
plasmatiques qui appartiennent a différentes familles, le déficit en ces mhibiteurs est une

cause de thrombophilie. Ils comprennent :
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# Les inhibiteurs de sérine protéase ou serpinesqui forment des complexes
irréversibles avec leur(s) enzyme(s) cibles(s). Ils incluent I’antithrombine (AT), le
cofacteur II de I’héparine(HCII) et plus accessoirement I’al-antitrypsine et le C1-
inhibiteur. L’ AT et le HCII posseédent dans leur région N terminal des structures qui
leur permettent de se fixer sur certains glycosaminoglycanes, ce qui accélere
considérablement leur interaction avec leur(s) enzymes(s) cibles(s).
L’antithrombine inhibe le facteur II et Xa, son activité¢ anticoagulante est
augmentée par I’héparine. Le déficit en antithrombine en présence de facteur
favorisant sera responsable de thrombose a répétition.

+ Le systéme de la protéine C (PC) et protéines S (PS) qui sont des protéines
plasmatiques vitamino K dépendante. La protéine C est un zymogeéne d’une sérine
protéase, son activation par la thrombine exige que la thrombine soit fixée sur un
récepteur appelé la thrombomoduline. La PCa est I’inhibiteur trés puissant des
facteurs Va et VlIlla. La protéine S n’a pas de domaine sérine protéase et n’est donc
pas un zymogene mais est le cofacteur de la protéine C activée (PCa). Le déficit en
PC et PS expose a un risque de thrombose.

# Le tissue factor pathway inhibitor (TFPI) c’est une protéine plasmatique
monocaténaire qui porte trois domaines présentant des homologies avec les
inhibiteurs de type Kunitz (inhibiteurs qui se présentent comme de faux substrats
vis-a-vis de leurs enzymes ciblent). 11 se fixe aux glycosaminoglycanes de la paroi

vasculaire inhibant ainsi 1’activation du facteur X par le complexe (FVIIa-FT).

10
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Tableau I1I : Les inhibiteurs de la coagulation [22]

Facteur Tissulaire (FT)
XII -> XII a

)

XI->XIa FT- VIlal VII

AT \ I{}X - (} TFPI
9

VIII —| VIIIa IXa| =——

PCa‘

M 1 “-g}-“- — {} XIlla

2) Schéma général des étapes de la coagulation

La cascade de la coagulation est une suite ordonnée de phases enzymatiques
déclenchées par un stimulus initiale et aboutissant a la transformation du fibrinogéne en
fibrine par la thrombine. Son processus de formation est complexe, il comprend une série
d’activation enzymatique en cascade qui survient a la surface des phospholipides
membranaires de certaines cellules (plaquettes, cellules endothéliales, monocytes).

<+ La conception classique du phénoméne de coagulation comportait 2 voies

d’activation

La voie intrinseque dans laquelle tous les éléments nécessaires de la coagulation sont

présents dans le plasma sans apport extérieur. Cette voie s'active en présence de surface

mouillable comme le verre.

La voie extrinseque qui pour étre activée nécessite la présence d'éléments tissulaires

appelés thromboplastine tissulaire.
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Le déroulement de la coagulation in vivo ne respecte pas cette distinction voie
intrinseéque - voie extrinseque. Cette conception duelle de la coagulation correspond en fait
aux processus de coagulation in vitro et sera tres utile pour 1’exploration de la coagulation car
la voie intrinseéque (ou endogene) et la voie extrinséque (ou exogene) sont respectivement
explorées par le temps de céphaline activée et le temps de Quick. C'est donc sur ce schéma
que pourra se faire le raisonnement diagnostique d'interprétation des tests de coagulation bien

que ce schéma ne correspond pas a la réalité in vivo.

«» Conception actuelle de la coagulation in vivo

2.1. Initiation de la coagulation par le facteur tissulaire

Lors d’une 1ésion vasculaire, le FT présent dans 1’adventis fixe a la fois le F.VII et les
traces de F.VIla du sang circulant, avec auto activation immédiate du F.VII. Le complexe
binaire FT/VIla active ensuite simultanément les FIX et le FX fixés sur les surfaces
membranaires, initiant ainsi la voie exogene de la coagulation. L’activation directe du F.X est
faible car elle est limitée par le TFPI. Le F.Xa forme en présence de phospholipide et de ca++
un complexe enzymatique appelé « prothrombinase » capable de couper la prothrombine
(F.II) en plusieurs fragments dont la thrombine.

Les monocytes sanguins et les cellules endothéliales n’expriment pas normalement le
FT.

Néanmoins, dans les conditions pathologiques, la synthése du FT peut étre induite dans
ces cellules, en particulier sous Ieffet de cytokines pro inflammatoires ou du
lipopolysaccharide bactérien. Dans ces conditions, ces cellules peuvent initier la coagulation.

Cette phase ne génere que des traces de thrombines. La quantité de thrombine générée
ne suffit pas pour produire la fibrine nécessaire a la constitution du caillot, mais permettra le

déclenchement de la phase d’amplification de la coagulation.
2.2. Formation de thrombine et amplification du processus

La thrombine générée sur le site de coagulation amplifie immédiatement sa propre

formation :

12
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- elle stimule les plaquettes qui passent a proximit¢ provoquant le recrutement et
I’activation de nouvelles plaquettes et I’accroissement du thrombus plaquettaire.
-elle active les cofacteurs VIII et V, leur permettant de remplir leur fonction :

+ Le F.VIIIa se sépare du facteur de von Willbrand pour se lier aux
phospholipides plaquettaires sur lesquels il est concentré. C’est donc a la
surface des plaquettes que se produit la phase d’amplification. Le F.IXa généré
pendant la phase d’initiation est fixé de facon diffuse sur les plaquettes ou il se
lie au F.VIIla en présence de calcium et forme un complexe appelé tenase ou
tenase intrinseéque qui active alors le F.X également fix¢é sur les phospholipides.

#+ Le F.Va se fixe lui aussi a la surface des plaquettes et accélére ’activation du
F.II par le F.Xa.

La thrombine active le F.XI mais aussi d’autres types cellulaires en particulier les
leucocytes et les cellules vasculaires. A la fin de la phase d’amplification se trouvent donc a la
surface des plaquettes activées par les facteurs de coagulation activée le : F.Xa, F.Ila, F.IXa,

F.VIlla, et le F.Va en concentration importante.
2.3. Activation du facteur XI et les éléements de la phase contact

Apres la phase d’amplification la présence a la surface des plaquettes de concentration
¢levées de facteurs activés permettront la génération explosive de quantités importantes de

thrombine qui auront de multiples effets :
-I’activation en boucle du F.XI, F.VIIl et du F.V

-I’activation des plaquettes et surtout la protéolyse du fibrinogéne en monomeres de
fibrines. L’activation du F.XI peut également ce faire par le contact de protéines

plasmatiques (F.XII, PK, KHPM) avec le sous endothélium.
2.4. Formation du caillot de fibrine

Lorsque la concentration de thrombine formée atteint un certain seuil, la thrombine
convertit le fibrinogéne soluble en fibrine insoluble. La fibrine enveloppe solidement

I’agrégat de plaquettes pour former le caillot.

13
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Le fibrinogene est constitu¢ de 3 paires de chaines Aa, Bf et y. La thrombine sépare les
fibrinopeptides A et B des monomeres de fibrine. Un polymeére instable de fibrine se forme. 11
va €étre stabilisé par le F.XIIla. L activation du F.XIII est réalisée par la thrombine et régulée
par la présence de calcium et de fibrine qui sert de cofacteur. Le F.XIIla est une
transglutaminase qui stabilise le caillot en créant des liaisons covalentes entre les monomeres
de fibrines adjacents. On a alors formation d’un réseau de fibrine qui emprisonne les globules

rouges : le thrombus rouge définitif est ainsi formé.

Tableau IV : La fibrinoformation [22]

A, B A, B
Fibrinogéne /\\ / \
o—%—o o—%—o
@ Libération des
M . ﬂ Flla Fibrinopeptides A et B
onomeéres
de fibrine o—®—0p o—%=—p

Fibrine
Instable
Il FXllla
Fibrine Oé.¢O @§.¢@ §.¢O
Stabilisée

La thrombine (FIla) clive les deux petits peptides (fibrinopeptides A et B) sur la
molécule de fibrinogene, libérant des sites de liaison. Cette molécule de fibrinogéne modifiée
est alors appelée monomere de fibrine et va pouvoir s’organiser en réseau dans les différents
plans de I’espace. Ce réseau de fibrine sera stabilisé par des liaisons covalentes générées par

le facteur XIIla.
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2.5. Réle du systeme contact

Dans le schéma actuel de la coagulation in vivo, le systéme contact parait jouer un role
limité. Le systéme contact est composé de 4 facteurs : le facteur XII, la prékallicréine, le
kininogéne de haut poids moléculaire et le facteur XI. L'activation du systéme contact peut
étre déclenchée par le contact du facteur XII avec une surface chargée négativement
mouillable ou certains composés biochimiques. Un déficit méme complet en lun des 3
premiers facteurs : XII, PK, KHPM, entraine des allongements trés importants du temps de
céphaline activé sans hémorragie. Ces €léments ne paraissent donc pas indispensables a la

coagulation in vivo.

En revanche, les déficits en facteur XI peuvent s'accompagner de syndromes

hémorragiques en particulier lors d'intervention sur la sphere ORL ou le petit bassin.

Le r6le de cette voie d’activation de la coagulation est mineur, et les déficits mémes

séveres en F.XII, PK ou KHPM n’entrainent pas d’augmentation du risque hémorragique.

Tableau V : Schéma général de la voie de coagulation [22]

Facteur Tissulaire (FT)

HHPM, KP,
XI11 —»ima
VII
XI —>XI a FT- VIla

IX/

VII —|VIIIa IXa |e——_ X
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3) Exploration de la coagulation

Les tests de coagulation consistent & mesurer la vitesse de formation d’un caillot de
fibrine dans différentes conditions, a 1’aide d’automates qui permettent une bonne
standardisation. La voie endogeéne et le tronc commun sont explorés par le TCA, la voie

exogene et le tronc commun sont explorés par le temps de Quick.

Tableau VI : Exploration in vitro de la coagulation [21].

Facteur contact Facteur tissulaire

Le temps de céphaline activé (TCA) explore les facteurs de la voie endogeéne et de la voie
commune ; le temps de Quick (TQ) explore le facteur VII activé par le facteur tissulaire et les facteurs
de la voie commune. Il est admis que ce schéma n’est pas directement applicable in vivo mais qu’il

reste utile dans I’exploration in vitro.

3.1. Etape pré-analytique
Prélévement
-Se réalise chez des sujets au pli du coude avec un garrot peu serré et en peu de temps
-se fait par ponction veineuse, en éliminant les premiéres gouttes de sang

-on utilise un tube sous vide, en verre siliconé ou plastique.
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Les anticoagulants utilisé€s sont :

-le citrate de sodium 0,109M (chélateur réversible du ca®+)

-CTAD (citrate, théophylline, adénosine,dipyridamole),suivi d’une héparinothérapie
-citrate de sodium d’aprotinine suivi d’un traitement thrombolytique

-on doit respecter 9 volumes de sang pour 1volume de citrate

-en pédiatrie on utilise un tube capillaire de 2ml

-apres la prise agiter immédiatement et lentement

Acheminement

-est immeédiat < 2h car les F.V et F.VIII sont labiles, aussi éviter le froid car cela

entraine I’activation des F.X et F.VII mais également 1’altération des fonctions plaquettaires.

Centrifugation

-centrifuger 2500g de plasma pendant 15mn a 15-20°c

-pour la recherche d’ACC le plasma utilisé doit étre pauvre en plaquettes et s’ obtient par

une double centrifugation permettant le dépistage de la R.P.Ca (résistance protéine C activée).
-pour le plasma riche en plaquette la centrifugation ce fait a 800g pendant 10mn.
Conservation

Pour le plasmala conservation se fait -70°cpendant plusieurs mois mais la

décongglation se fait en S mn a 35°c au bain marie.
3.2. Les tests de premiére intention : examens standard

Ce sont des tests simples peu couteux, ils sont utilisés : pour le diagnostic d'un
syndrome hémorragique, ou pour essayer de prévoir un risque hémorragique avant une
intervention chirurgicale ; ou bien, dans le cadre de thromboses a répétition, pour déterminer

la cause de ces maladies invalidantes et graves.
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Ils comprennent: le temps de céphaline activateur (TCA), taux de prothrombine (TP) et

le taux de fibrinogene.
3.3. Les tests de seconde intention : examens complémentaires

Leur indication est variable ils permettent: le dosage spécifique des facteurs de

coagulation et le dosage des inhibiteurs de la coagulation...
3.4. Les tests explorant la coagulation
Le temps de céphaline avec activateur(TCA)

Il mesure le temps de coagulation a 37°d’un plasma en présence de phospholipides

(céphaline), d’un activateur de la phase contact (kaolin par exemple = TCK) et de calcium.

Il explore la voie intrinseque de la coagulation et est fonction de la concentration
plasmatique de chacun des facteurs de coagulation impliqués : les facteurs de la phase contact
(PK, KHPM, F.XII), F.XI, IX, VIII, X, V, II et le fibrinogéne. Le TCA n’explore pas le F.VII
ni les plaquettes (remplacée par la céphaline) ainsi donc le TCA n’est donc pas modifié en cas

de thrombopénie ou de thrombopathies [23].

Le temps de coagulation est exprimé par rapport au temps d’un plasma témoin, dont la
valeur moyenne varie entre 30 et 40 secondes selon les réactifs utilisés et donc de la

technique.

Le TCA est allongé lorsqu’il dépasse de 6 a 8 secondes le temps du témoin, mais la

frontiere n’est pas stricte.
TCA allong¢ siration : TCApatient >1,2
TCA témoin

La sensibilité¢ de la méthode est bonne a part un déficit isolé en F.IX, VIII, XI et XII
mais elle reste perturber en présence d’ ACC. Le TCK est moins sensible a la présence d’ACC

d’ou la correction et le calcul de I’indice de Rosner.

Chez les patients sous héparinothérapie non fractionné le TCA est 2 a 3 foi celui du

témoin.
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— Le temps de Quick(TQ) et le taux de prothrombine(TP)

Le TQ explore de facon globale les facteurs de coagulation de la voie exogene de la
coagulation : F.VII, X, V, II et le fibrinogene. C’est le temps de coagulation a 37°c d’un
plasma pauvre en plaquette en présence de thromboplastine (mélange de facteur

tissulaire et de phospholipide) et de calcium.

Le temps de coagulation du plasma du patient est comparé a celui du témoin voisin de 12

secondes (10-14s) pour la plupart des réactifs.

Le TQ exprimer en % indique le TP, la conversion se fait a 1’aide d’une droite

d’¢étalonnage dite de Thyvolle.

Tableau VII : Droite d’étalonnage dite de Thyvolle [22]

Tableau 1 : conversion du TO en TP - Exemple de droite d’étalonnage, dite de Thyvolle

TQ (sec.)

333 25 TP (%)
1/3 1/4  Dilution du plastma témain

[fas)
]

La valeur normale du TP = 70 -100% variable en fonction des réactifs. Les valeurs

inférieures a 70% sont considérées comme pathologiques.

Un autre mode d’expression est exclusivement réservé a la surveillance des traitements
anticoagulants par les antagonistes de la vitamine k : 'INR (International Normalized Ratio)
correspond au rapport du temps de Quick du malade sur celui du témoin ¢€levé a la puissance

ISI (Indice De Sensibilité International).

Les valeurs normales de INR=1 et celles de I’'ISI=1- 2.
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L’INR joue un role primordiale dans le suivi des patients sous anti-vitamine K (AVK)
mais aussi il permet : -prévention primaire de thrombose veineuse INR =2 a 3
-prévention d’embolies systémiques dans infarctus du myocarde
(IDM), valvulopathies qui ont un INR=3 a 4,5
-traitement de thrombose veineuse et embolie pulmonaire
-prothése valvulaire mécanique INR>5 : urgence médical

— Dosage du fibrinogéne

Il s’agit du temps de coagulation d’un plasma dilué plus un exces de thrombine, ensuite

viens la conversion du temps au taux de fibrinogene. La valeur normale est comprise entre 2

et4 g/l.
— Dosage spécifique des facteurs de coagulation

Les dosages des facteurs de coagulation ne sont effectués que si les tests de dépistage
(TCA ou TQ) sont anormaux. Tous les facteurs de coagulation peuvent étre dosés

spécifiquement, avec un méme principe de dosage biologique.

Lors du dosage d’un plasma déficitaire en un facteur de coagulation considéré on ajoute
au plasma du malade, un plasma qui contient tous les facteurs sauf celui que I’on veut doser,
le temps de coagulation ainsi obtenu est fonction de la quantité de ce facteur dans le plasma a
tester. Les résultats sont exprimés en % de la normale. Lorsqu’un déficit isolé en 'un des
facteurs de coagulation est mis en évidence, I’exploration peut étre complétée par un dosage

immunologique de la protéine pour distinguer les déficits quantitatifs et qualitatifs.
— Dosage des inhibiteurs de coagulation

L’exploration des systemes de régulation de la coagulation permet de dépister des
facteurs de risque de thrombose. Il n’existe actuellement pas de tests satisfaisant permettant
d’apprécier de fagon global le fonctionnement des inhibiteurs de la coagulation et chaque
protéine doit €tre dosée séparément : antithrombine, protéine C, protéine S. Dans un premier

temps seul le dosage fonctionnel est réalisé.
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S’il est anormal, le dosage immunologique précise si I’anomalie est quantitative ou
qualitative.

— Recherche d’un anticoagulant circulant (ACC)

Des anticorps appelés « anticoagulant circulant » (ACC) peuvent perturber les tests de
coagulation. Leur mise en évidence repose sur un « test de correction » : I’examen anormal
du TCA, TQ, ou temps de thrombine est répété sur un mélange a parties égale de plasma du
malade et de plasma normal ensuite incubation de 2h a 3h et mesure ensuite le TCA du

malade, du témoin et du mélange.

Calcul ensuite de I’indice de Rosner : TCA mélange — TCAtémoinx 100

TCA malade
Si I’indice est compris : = >15%

= 12-15% alors le test est douteux

- <12%

Si ’anomalie est due a un déficit, I’apport de 50% de plasma normal suffit a corriger le
déficit et le temps de coagulation redevient normal. S’il s’agit d’un ACC, celui-ci bloque la
coagulation du plasma normal et le test n’est pas corrigé. L’ACC peut étre dirigé contre un
des facteurs de coagulation (le plus souvent contre le F.VIII) : le dosage spécifique du facteur

en cause permet le diagnostic.

L’ACC peut aussi é€tre dirigé contre les phospholipides pro coagulants (anti
phospholipides) : des tests complémentaires faisant varier la concentration de phospholipides

permettent de les identifier.
C- Physiologie de la fibrinolyse

La fibrinolyse est le troisieme temps de I’hémostase, elle entraine une dissolution
progressive de la fibrine formée au niveau de la bréche vasculaire empéchant ainsi
I’installation mais surtout I’extension du caillot. La fibrine n’as pas de fonction permanente sa

disparition au bon moment justifie I’existence du systéme de la fibrinolyse. Son role est de :
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-permettre la dissolution du caillot fibrino plaquettaire donc évite les dépots excessifs

de fibrines intra et extra vasculaire,
-assure la reperméabilisation des vaisseaux apres la formation d’un thrombus.

Le systeme fibrinolytique est constitu¢ comme celui de la coagulation d’un précurseur
inactif le plasminogeéne synthétisé dans le foi et présent dans le plasma qui ensuite est

transformé en plasmine par des activateurs.
La plasmine scinde ensuite la fibrine insoluble en produits de dégradation solubles.

Tableau VIII : Schéma général de la fibrinolyse [22]

Activateur du plasminogéne

|

Plasminogéne = Plasmine

Fibrine — PDF

Schéma de la fibrinolvuse.
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ITI. MATERIELS ET METHODES

Les méthodes utilisées pour la réalisation de cette revue bibliographique sont la
recherche de revues et de journaux scientifiques ainsi que la consultation de livres

scientifiques pour mieux cerner notre sujet.

Nous avons pour cela consulter des sites de publication scientifique comme Sciences

direct, Pub Med, Web of knowledge, Scopus, etc.

Les revues et journaux scientifiques consultés sont entre autre : Annale de Biologie
Médical, Revue de Médecine Interne, Revue Francophone des Laboratoires, Journal de
biologie médical, Journal of Thrombosis and Haemostasis, The Journal of Rheumatology,

Journal of Clinical Investigation, Journal of Autoimmunity etc.

Les mots clés utilisés pour affiner notre recherche sont: Anticoaagulant circulant,

Antiphospholipides, Antifacteur, Anticardiolipides, Syndrome des antiphospholipides ,

Circulating Anticoagulant, Antiphospholipid, Antiphospholipid syndrome, etc .

Le choix des articles ¢’est fais pas pertinence tout en retenant les plus récent
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IV. PHYSIOPATHOLOGIE

A) Les inhibiteurs d’'une phase de coagulation: Iles anticorps
antiphospholipides

1) Définition

Les anticorps « antiphospholipides » (aPLs) désignent une large famille trés hétérogene
d’auto ou d’allo-anticorps qui regroupe des anticorps détectés par des méthodes
immunologiques le plus souvent de type immuno-enzymatique (ELISA) : anticardiolipines
(aCL), antibéta-2-glycoprotéine I (anti-béta2GP1), antiphosphatidyl éthanolamine (aPE),
antiprothrombine et des anticorps mis en évidence par des techniques de coagulation, les

anticoagulants circulants de type lupique (LA).

Ce sont des anticorps circulants qui reconnaissent comme antigene soit directement les
phospholipides (PL) anioniques ou neutre, soit des protéines plasmatiques se fixant sur le PL
comme la béta-2-glycoprotéine I (B2GPI) ou la prothrombine, soit des protéines seules (Figl).
Ces anticorps ne sont pas spécifiques du syndrome antiphospholipides (SAPL) mais peuvent
étre rencontrés au cours de nombreuses autres situations cliniques tels que les infections
diverses (syphilis, la 1épre, les hépatites virales et infection par le VIH..), certains traitements
médicamenteux (chlorpromazine, bétabloquants, quinidiniques et interférons principalement),
des néoplasies (tableau 1) et qui ne s’accompagnent généralement pas de thrombophilie. On
peut les rencontrer €galement chez les individus sains. Ces aPL sont généralement
transitoires et ne prédisposent pas a un risque thrombotique. Les aPLs présumés pathogenes
(potentiellement thrombogenes) entrent seuls dans le cadre des pathologies auto-immunes
représentées par le SAPL primaire ou secondaire au lupus érythémateux systémique (LES), ils
se caractérisent par une dépendance vis-a-vis de cofacteurs/cibles protéiques pour leur

fixation in vitro et in vivo.

Outre la grande hétérogénéité qui caractérise les aPLs cette famille d’anticorps présente
une particularité remarquable qui se traduit par un allongement des temps de coagulation in

vitro. Ce sous type d’aPL, caractérisé¢ par leur capacité a allonger les tests de coagulation
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dépendant de la présence de phospholipides se dénomme anticoagulant circulant de type LA,

en rapport avec leur description initiale au cour du lupus érythémateux systémique.

Anticorps
antiphosphol
ipides
i
I
= Cofacteurs Complexes: PL/
s protéiques Cofacteurs
| |
[ | [ |
Anioniques Neutres Prothrombine p2GPI

Figure 2 : Les diverses cibles antigéniques des anticorps antiphospholipides [24]
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Tableau IX : Situation cliniques auxquelles desaPL peuvent étre associés [23]

» Syndrome des anticorps antiphospholipides (SAPL) primaire
» SAPL associé¢ au LES

> Présence isolée d’aPL

e Sujets asymptomatiques, notamment entourage familial de SAPL

-Maladies auto-immunes

-LES sans SAPL

-Polyarthrite rhizomélique, maladie de Horton/pseudopolyarthrite rhizomélique,

sclérodermie

-Syndrome de Gougerot-Sjogren, polychomdrite, thrombopénie auto-immune, thyroidite
Sclérose en plaques
Traitement inducteur : procainamide, phénothiazine, hydantoines, quinidine, hydralazine,
bétabloquant, interféron alpha...
Infection : viroses aigues, VIH, hépatites C, syphilis, maladie de Lyme, tuberculose,
paludisme....
Cancers solides, hémopathies malignes, immunoglobulines monoclonales
Divers : sarcoidose, maladie de Crohn, spondylarthropathies, diabete
insulinodépendant, insuffisance rénale terminale, insuffisance hépatocellulaire aigue,
¢thylisme chronique, maladie périodique, stérilité, CIVD

Artériosclérose précoce et accélérée

LES : Lupus érythémateux systémiques,

VIH : Virus de I'immunodéficience humaine, CIVD : coagulation intravasculaire disséminée

Les aPLs ont commencé a susciter un vif intérét chez les cliniciens lorsque leur

association avec des maladies auto-immunes comme le lupus érythémateux systémique a été

clairement établie. Cet intérét s’est encore amplifi¢ avec la mise en évidence, dans les années

1980 de leur relation avec la survenue de manifestations thromboemboliques artérielles ou

veineuse et de pertes feetales répétées, conduisant a I’individualisation, en 1987 d’une
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nouvelle entit¢ clinique le SAPL [25]. Ces événements thromboemboliques peuvent se
manifester tant dans le cadre clinique du lupus ou, plus rarement, d’autres maladies auto-
immunes (Syndrome secondaire des antiphospholipides) qu’en dehors de toute pathologie

identifiée (syndrome primaire des antiphospholipides).

Les aPLs admis comme critetres du SAPL sont ¢également appelés «aPLs
conventionnels » par opposition a d’autres anticorps « aPLs non conventionnels » non
reconnus comme criteres de SAPL mais pour lesquels certaines études ont montré une

association avec les anomalies cliniques de ce syndrome.
1.1 Les antiphospholipides conventionnels

On considere deux groupes d’aPLs selon le type de méthode utilisée pour les mettre en

évidence :

e les aPLs mis en évidence par des réactions immuno-enzymatiques, essentiellement
I’Elisa : ¢’est le cas des aCL et des ap2GPI. Son avantage pour le dépistage des
aPLs est de permettre la mise en évidence de la spécificité de I’anticorps, en
utilisant un antigene bien défini, et de I’'isotype de cet anticorps, en révélant la
réaction par un immunsérum spécifique d’un isotype donné.

e 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
critetres de Sydney incluent la recherche des deux principaux isotypes de ces aPLs : I1gG et
IgM. L’isotype IgG est le plus fréquemment retrouvé au cours des maladies auto-immunes et
du SAPL par contre I’isotype IgM est rare, on le détecte le plus souvent au cours des maladies
infectieuses, mais une étude récente a rapporté la présence d’aCL d’isotype IgM sans IgG
chez les femmes ayant des complications obstétricales €vocatrices d’un SAPL [26]. Quant a

I’isotype IgA, il est rare et sa recherche ne présente aucun intérét devant une suspicion de
SAPL.
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Anticorps
antiphosphol
ipides
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Tests de
Elisa coagulation
PL-
: Dépendants
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Phospholipides COf?,c.teurs Dépenlzlgnts ou
prh s non en cofacteurs
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| |
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(cardiolipine) (phosphatidylétha | | e Er s prothrombine
Dépendalll’ts ou ,nolamlne) p2GPI - ';’/};
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non en cofacteurs

Figure 3 : Hétérogénéité des anticorps antiphospholipides [24]

a) Les anticorps anticardiolipines

La cardiolipine (le terme francais « cardiolipide ») est un phospholipide anionique
présent dans la membrane interne des mitochondries ou elle aurait pour role de rendre cette
derniére imperméable aux ions. Cependant, sa présence a €té rapportée dans le plasma humain
normal, sous forme complexée aux lipoprotéines plasmatiques, principalement les low density
lipoprotein (LDL) [27]. Elle est absente sur la membrane des plaquettes et des cellules
endothéliales. Les aCL sont polyspécifiques : ils reconnaissent la cardiolipine mais aussi les
autres  phospholipides anioniques : phosphatidylglycérol, phosphatidylinositol et
phosphatidylsérine.
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On oppose deux types d’aCL, selon qu’ils sont dépendants ou non de la présence de
cofacteur plasmatique. On distingue ainsi des anticorps dirigés contre les phospholipides
anioniques (cardiolipine) seuls et des anticorps dirigés contre un complexe
cardiolipine/cofacteur.La B2GPI qui est une protéine plasmatique, a été¢ identifiée comme le

principal cofacteur des aCL [28,29].

Au cours des maladies auto-immunes, dont le SAPL ou le lupus, la cible antigénique
des aCL est constituée par un complexe cardiolipine-cofacteur plasmatique. Dans les tests
Elisa pour la recherche et le dosage des aCL, les solutions de saturation et/ ou de dilution des
¢chantillons doivent étre additionnées soit de B2GPI humaine purifi€e, soit de sérum ou de
plasma d’origine animale ou humaine comme source de B2GPI. Au contraire, la réactivité des
aCL produits au cours de pathologies infectieuses n’est pas dépendante de la présence de

cofacteurs dans le milieu réactionnel ; ils réagissent avec la cardiolipine seule.

Tableau X : Caractéristiques des anticorps anticardiolipines (aCL) [24]

Nature Réactivité Isotype Dépendance en cofacteur
Diphosphatidylglycérol Phospholipide IgG Cofacteur : B2GPI
Phospholipide anionique | anionique Acide IgM aCL indépendants : MI

phosphatidique IgA aCL dépendants : MAI
Phosphatidylinositol
Phosphatidylsérine

MI : maladies infectieuses, MAI : maladies auto-immunes

b) Les anticorps anti- §2GPI

La B2GPI a ét¢ d’abord décrite par Schultze et al en1961 [30]. C’est une glycoprotéine
présente dans le plasma de sujets normaux avec une concentration moyenne de 200 pg/ml.
Elle a été pendant longtemps appelée « apolipoprotéine H » parce que certains 1’avaient

décrite associée aux lipoprotéines, ce qui s’est avéré faux [31].
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Il s’agit donc d’une protéine circulant librement dans le plasma ou elle se trouve sous
forme libre (environ deux tiers) ou sous forme associ€e aux lipoprotéines (environ un tiers).
Elle est principalement synthétisée par le foie, mais aussi par des cellules diverses comme les
cellules endothéliales et placentaires. Elle est constituée d’une seule chaine polypeptidique de
326 acides aminés, organisée en cinq structures répétitives ou « domaines » de 60 acides
aminés (fig3). La B2GPI présente une forte affinité pour les molécules chargées négativement

comme I’ADN, I’héparine et les PL anioniques comme la phosphatidylsérine.

Elle existe sous deux états conformationnels, I’un circulaire et circulant dans le plasma
et 'autre ouvert et li¢ aux PL. Elle est fortement glycosylée, et les sites de glycosylation se
situent sur les domaines III et [V. C’est sur le cinquieme domaine que se situe le site principal
de liaison aux phospholipides anioniques et sur le premier domaine que se trouvent les

principaux épitopes reconnus par les aB2GPI [32].

Ses fonctions physiologiques sont encore inconnues. Un déficit en B2GPI n’est pas
associ¢ a une complication thrombotique, et une activité anticoagulante naturelle in vivo est
peu probable du fait de sa faible capacité¢ de liaison aux membranes cellulaires dans les
conditions physiologiques. En revanche, les anticorps qui se lient a la f2GPI vont augmenter
sa capacité¢ de liaison aux récepteurs cellulaires, ce qui aura pour conséquence 1’induction
d’un phénotype procoagulant /proinflammatoire sur les cellules et faciliter 1’apparition des
symptomes cliniques du SAPL. In vitro, la B2GPI a des effets anticoagulants qui pourraient
étre la conséquence de sa liaison aux phospholipides anioniques impliqués dans la
coagulation. Les aBf2GPI sont hétérogenes quant a leurs spécificités antigéniques, ce qui
traduit un impact important sur les méthodes utilisées pour leur détection et sur leur valeur
prédictive vis-a-vis du SAPL. Ces anticorps de spécificité¢ différente peuvent étre présents
dans un méme sérum [33]. Les épitopes les plus connus sont localisés sur les domaines I et II
de la molécule. Récemment, des études ont montré que les af2GPI pathogenes reconnaissent

des épitopes conformationnels essentiellement localisés dans le domaine I [32].
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Figure 4 : Structure de la p2GPI [34].

Site d’interaction entre le cinquiéme domaine et les charges négatives des
phospholipides anioniques présents sur la bicouche alors que le domaine I contient 1’épitope
de liaison aux anticorps anti-B2GPI entrainant ainsi sa dimérisation et une augmentation de

son affinité pour les phospholipides membranaires.

Activation cellulaire

Figure 5 : Mode d’activation cellulaire par les ap2GPI [35].
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La B2GPI est sous forme circulaire au niveau plasmatique et sa fixation au niveau des
phospholipides induit un changement conformationnel permettant la reconnaissance par les
anticorps qui vont induire une dimérisation de la B2GPI augmentant encore son affinité pour
les phospholipides et les récepteurs membranaires de la B2GPI conduisant a I’activation

cellulaire.

Anticorps anti-cardiolipine et anti f2GPI d’isotype 1A

La présence d’aCL d’isotype IgA permet de définir un sous-groupe de patients ayant un
SAPL avec une thrombocytopénie, des ulcéres cutanés ou des 1ésions de vascularite. L’ intérét
de ces anticorps est néanmoins faible en comparaison aux aCL d’isotype IgG ou IgM.
En effet, les aCL d’isotype IgA sont rarement présents de fagon isolée [36]. 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’IgA anti B2GPI de fagon isolée (en 1’absence
d’antif2GPId’isotype IgG et IgM) est un facteur de risque indépendant d’événements
thrombotiques dans le SAPL [37]. Dans I’état actuel des connaissances, la recherche d’IgA

anti- B2GPI n’est donc pas recommandée.

¢) Le lupus anticoagulant (LA)

La dénomination de LA bien qu’ambigué compte tenue de ’absence de spécificité¢ de
cette anomalie vis-a-vis du lupus érythémateux, a été retenue par les experts internationaux
pour désigner les anticorps €galement connus sous les termes d’ « antiprothrombinase » ou
d’ « antithromboplastine ». Les LA désignent des anticorps détectés sur la base de leur
capacité a prolonger certains tests de coagulation dépendant des phospholipides. Ces tests sont
d’autant plus sensibles aux LA que la concentration en phospholipides mise en jeu y est plus
faible. L’effet « anticoagulant » des LA ne s’exerce qu’in vitro, dans un milieu ou les
phospholipides (PL) représentent un facteur limitant de la réaction de coagulation. De fagcon

apparemment paradoxale, cette action anticoagulante ne se manifeste pas in vivo.
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Les LA apparaissent ainsi au sein de la famille des antiphospholipides comme le plus
fort marqueur biologique du risque thrombotique, tant veineux qu’artériecl. La mise en
¢vidence des lupus anticoagulants, bien que faisant appel a des tests de coagulation simples,
peut s’avérer délicate. Leur détection doit se pratiquer selon les derniéres recommandations de

I’International Society on Thrombosis and Haemostasis (ISTH) [38].

Le terme de « LA » regroupe des anticorps qui différent par leur dépendance ou non a la
présence de cofacteurs plasmatiques, par la nature de ces cofacteurs et par leur implication
dans les complications thrombotiques. Les LA non dépendants en cofacteur sont, comme les
aCL, retrouvés essentiellement au cours d’infections. Quant aux LA dépendant de cofacteurs,

ces cofacteurs sont représentés par plusieurs protéines plasmatiques, en premier lieu, la

B2GPL

Plusieurs auteurs, en particulier Arnout [39], ont montré que certains LA étaient en fait
I’expression fonctionnelle des ap2GPI. De méme Roubey et al ont montré que des plasmas
avec activité LA étaient capables de prolonger le temps de coagulation d’un plasma normal et

que cet effet disparaissait quand la B2GPI était ¢liminée de ces plasmas [40].

Parmi les aPL, les LA dépendant en B2GPI sont considérés comme les plus associ€s a

un risque de thrombose et les plus impliqués dans la pathogénie thrombotique [41].

L’activité¢ anticoagulante in vitro de certains LA est dépendante de la présence de
prothrombine [42]. Cependant, la relation entre le risque de thrombose et ce type de LA est
moindre, comparée a celle des LA dépendant en B2GPI. 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.
1.2 Les antiphospholipides non-conventionnels

D’autres anticorps antiphospholipides ont été décrits, comme les anticorps anti-
phosphatidyléthanolamine (aPE), anti-prothrombine, anti-annexine V, anti-protéine S, anti-
protéine C,... : ces différentes spécificités constituent le « puzzle des antiphospholipides ».

Comme dans le cas des aPL conventionnels, les deux isotypes IgG et IgM doivent étre

33



Diagnostic biologique des anticoagulants circulants

recherchés car ils peuvent E&tre présents isolément ; mais, contrairement aux aCL, la présence
de ces anticorps avec I’isotype IgM n’est pas essentiellement associée aux maladies

mfectieuses.

a) Les anticorps anti-prothrombine

La prothrombine humaine ou facteur Il est synthétisée par les hépatocytes. Elle fait
partie du complexe prothrombinase avec les facteurs Va, Xa et la phosphatidylsérine en
présence de calctum. C’est sur la partie N terminal de la prothrombine que se trouve le site de
liaison aux phospholipides anioniques. La concentration de prothrombine dans le plasma
humain est de 200mug/ml. Le déficit en prothrombine est une anomalie rare et autosomique

associée a une tendance hémorragique sévere.

Bajaj et al. ont été les premiers a décrire la présence d’anticorps anti-prothrombine chez
deux patients ayant un LA et une hypoprothrombinémie acquise [43]. 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 premicre
[44]. Comme les aP2GPI, les anticorps anti-prothrombines sont hétérogénes quant a leur
spécificité antigénique et certains reconnaitraient des épitopes natifs alors que d’autres

reconnaitraient des néo-épitopes.

La réactivité de ces anticorps vis-a-vis de la prothrombine nécessite que celle-ci soit
préalablement liée a une surface anionique, c’est a dire a des phospholipides anioniques [45]

ou des plaques Elisa irradiées [46].

Un changement de conformation consécutif a la liaison avec des surfaces anioniques
induirait des néo-épitopes reconnus par ces anticorps. Ces anticorps seraient de faibles

affinités et leur réactivité nécessiterait une forte densité d’antigéne immobilisé.

Les antiprothrombines sont mis en évidence par Elisa ce qui a permis d’identifier deux
populations d’anticorps anti-prothrombine : ceux dirigés contre la prothrombine (aPT) et ceux
dirigés contre le complexe phosphatidylsérine-prothrombine (aPS /PT) [47,48]. 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 de LA que les aPT.
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Les antiprothrombines ne sont pas spécifique du SAPL ils ont ét¢ décrits dans des
contextes cliniques tres variés allant du lupus aux pathologies infectieuses. Leur présence est
fortement associée a celle d’un lupus anticoagulant, en particulier chez les patients ayant une
maladie auto-immune, lupus ou SAPL [46, 48]. La plus part des études sur les associations
cliniques des antiprothrombines ont montré une association avec les thromboses veineuse,
mais la relation entre la présence de ces anticorps et un risque thrombotique n’est pas encore

bien défini.

b) Les anticorps anti-phosphatidyléthanolamine

Comme les anticorps dirigés contre les phospholipides anioniques, les anticorps anti-
phosphatidyléthanolamine (aPE) représentent un groupe hétérogéne d’anticorps quant a leur
spécificité antigéniques et leur dépendance a 1’égard de certaines protéines plasmatiques. La
phosphatidylléthanolamine (PE) est un phospholipide neutre qui représente un des
composants majeurs des biomembranes localisées, comme la phosphatidylsérine, dans la
partie interne de la membrane. 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 kininogenes 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 [49]. D’autres protéines
plasmatiques ont été proposées comme cofacteurs des aPE, en particulier, le facteur XI et la

prékallikreine [50].

La réactivité¢ des aPE vis-a-vis de la PE seule n’est pas associée essentiellement a des
pathologies infectieuses mais se retrouve dans des contextes cliniques divers dont certains

sont évocateurs d’un SAPL.

Malgré certaines divergences, la plupart des ¢études sur la signification clinique de ces
anticorps dans les maladies auto-immunes s’accordent pour les retrouver associ€s avec des
accidents thromboemboliques ou des pertes feetales a répétition chez des patients lupiques
[51]. Les deux isotypes, IgM et IgG, peuvent étre présents simultanément ou isolément,

I’isotype IgG serait le plus fréquent au cours du lupus. Les associations entre la présence d’un
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isotype donné et un risque thromboembolique varient selon les ¢tudes. Pour certains auteurs il
n’y a pas d’association préférentielle, pour d’autres auteurs plus nombreux, c’est I'isotype
IgM qui serait le plus associ¢ avec des manifestations thrombotiques et les pertes feetales

observées en présence ou en | ‘absence d’une maladie auto-immune [52, 53].

¢) Les anticorps anti-annexine V

L’annexine V est une autre cible possible de certains anticorps associés a des
thromboses. Les annexines constituent une large famille de protéines Cat++ dépendantes,
capables de se lier aux phospholipides anioniques avec une avidité supérieure a celle des
protéines vitamino K- dépendantes. L’annexine V est une protéine placentaire retrouvée en
faible quantit¢ dans le plasma. Elle exerce in vitro une puissante activité anticoagulante.
Aussi il est tentant de suggérer qu’un déficit en annexine V pourrait représenter une des

causes possibles des avortements a répétition.

Certains auteurs ont décris ces anticorps chez des patients ayant eu des pertes feetales
[54] alors que d’autres, dans une ¢tude récente, ont montré leur faible prévalence dans le
syndrome des antiphospholipides avec des pertes feetales [55]. Les fonctions physiologiques
de 'annexine V ne sont pas connues et I’implication pathogénique de ces anticorps dans le
syndrome des antiphospholipides reste a établir, et ce d’autant plus que le taux d’annexine V

placentaire n’est pas rabaissé au cours de ce syndrome.

Ces anticorps ont été retrouvé par d’autres auteurs, chez des patients ayant un lupus ou
une polyarthrite rhumatoide sans complications thrombotiques ou fcetales associées. Les
¢tudes sont encore peu nombreuses et d’autres seront nécessaires pour €valuer I’ intérét de ces

marqueurs en tant que facteurs de risque de thromboses ou de pertes foetales.

d) Les anticorps dirigés contre la protéine C ou la protéine S

La protéine C et la protéine S sont des inhibiteurs physiologiques de la coagulation. La
protéine C est une protéine plasmatique vitamine K-dépendante qui peut étre activée par le
complexe thrombine-thrombomoduline. La protéine C activée et son cofacteur, la protéine S,
inhibent les facteurs Va et VIIla. Un déficit acquis ou congénital en protéine C ou protéine S

est un facteur de risque de thromboses.
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Des anticorps dirigés contre ces protéines plasmatiques ont été décris chez des patients
ayant des anticorps antiphospholipides, certains d’entre eux exerceraient une activité

inhibitrice des fonctions anticoagulantes de ce systéme.
2) Mécanisme d’action des anticorps antiphospholipides

Un grand nombre de mécanisme pathogéniques potentiels des aPL ont été proposés a
partir de systémes in vitro contenant sérum ou plasma de populations ayant des aPL mal
définies quant aux spécificités antigéniques reconnues. Comme nous 1’avons vu plus haut ces
auto-anticorps interférent avec les voies physiologiques de contrdle de la coagulation par leur
réactivité avec la f2GP1, la prothrombine, la protéine C, la protéine S, et il est généralement
admis que ces auto-anticorps dérégulent la balance de I’hémostase dans le sens
prothrombotique. Une réévaluation s’impose donc pour étayer I’hypothese selon laquelle des
autoanticorps particuliers (ou des combinaisons d’autoanticorps) expliqueraient la gamme des
manifestations cliniques observées dans le cadre du SAPL. De plus, certains de ces anticorps
ne sont probablement délétéres qu’en présence d’autres facteurs de risque associés (chirurgie,
traumatisme, contraceptifs oraux, immobilisation prolongée). Etant donné I’hétérogénéité du

systéme, il est possible que différents mécanismes soient impliqués.

2.1 Diminution de activité des inhibiteurs physiologiques de I’hémostase

a) 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 throbomoduline a la surface des cellules endothéliales pour activer la protéine C
fixée a ce niveau par [ ’endothelial protein C receptor (EPCR). La PCa 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 [56] alors que d’autres études ont ensuite montré que les aPL, comme les anti-B2GP1,
perturbaient plutdt la formation du complexe entre protéine C activée et facteurs Va et VIlla

¢tant ainsi a I’origine d’une résistance acquise a la protéine C activée [57]. Les anti-B2GP1
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seraient également capable d’induire un déficit fonctionnel en la protéine S en empéchant la
B2GP1 de déplacer la liaison entre la protéine S et son inhibiteur plasmatique la C4b-binding
protein (C4bBP), et en diminuant ainsi le taux de protéine S libre [58]. Il a également été
décrit dans le SAPL des anticorps dirigés contre I’EPCR détectés par Elisa et
significativement corrélés a la survenue de thromboses et de pertes feetales [59]. Bien que les
mécanismes par lesquels les aPL interférent avec la voie de la protéine C ne soient pas encore
complétement ¢€lucidés, I’effet procoagulant qui en résulte permet en partiec d’expliquer la

survenue d’événement thromboemboliques veineux chez les patients atteints de SAPL.

Figure 6. Modéle d’inactivation du systéme protéine C/protéine S par ’anti-p2GPI [35].

In vivo, les anticorps anti-B2GPI induisent probablement une résistance acquise a la protéine C activée
en diminuant la fixation du complexe protéine C activée-protéine S sur les phospholipides.PC :

protéine C ; Tm : thrombomoduline ; II : thrombine ; APC : protéine C activée ; PS : protéine S [60].

38



Diagnostic biologique des anticoagulants circulants

b) Inhibition de Ueffet 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 phospholipides anioniques permet le recrutement
des facteurs de coagulation vitamino K-dépendant en présence de calcium. Cet assemblage de
facteurs de la coagulation a la surface des plaquettes, notamment au niveau des complexes
« tenases » vont activer le facteur X (FX) et le complexe « prothrombinase » transformant

ainsi la prothrombine en thrombine.

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 [61]. La dimérisation de la B2GP1 par les anticorps reconnaissant le domaine I
de la B2GP1 augmente son affinité pour les PL anioniques empéchant ainsi la mise en place
du bouclier protecteur d’annexine A5 inhibant alors ses propriétés anticoagulantes [62]. Ce
blocage de I’annexine A5 par les aPL serait corrélé a des manifestations thrombotiques et
obstétricales [63]. Plus récemment, I’équipe de Rand, a I’origine des travaux sur la résistance
a ’annexine A5 a montré que I’hydroxychloroquine pouvait diminuer la fixation des anti-
B2GP1 a la bicouche phospholipidique des membranes plasmiques et rétablir 1’activité

anticoagulante de I’annexine A5 in vitro a des concentrations utilisables en thérapeutique
[64,65].
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Figure 7 : Modéle du mécanisme physiopathologique de ’annexine AS et de 'effet de
Phydroxychloroquine [66].

A. Chez un sujet sain, une Iésion ou une activation cellulaire (1) entraine 1’exposition de
phospholipides anioniques (2). Un bouclier d’annexine A5 se forme alors sur ces phospholipides (3,4)
empéchant la B2GP1 de se fixer (moindre affinité de la B2GP1 pour les phospholipides anioniques par

rapport a I’annexine AS5).

B. Chez un patient porteur d’anticorps anti-phospholipides et notamment anti-B2GP1 (1),
I’anticorps va induire une dimérisation de la B2GP1 (2,3), augmentant 1’affinité de ce complexe pour
les phospholipides anioniques. Ce dernier va donc empécher la mise en place du bouclier
d’annexine AS (4) et ’effet anticoagulant de I’annexine AS ne sera pas suffisant pour empécher

I’initiation de la coagulation a la surface cellulaire (5).
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En revanche, en présence d’hydroxychloroquine (6-8), on observe une restauration d’un
bouclier d’annexine A5, empéchant I'initiation de la coagulation et rétablissant I’effet

anticoagulant de I’annexine AS.

¢) Inhibition du tissue factor pathway inhibitor type I

Le facteurtissulaire (FT) est une protéine transmembranaire qui forme un complexe
avec le facteur VII activé pour déclencher la cascade de la voie exogene de la coagulation.
Letissu factor path-way inhibitor type 1 (TFPI), synthétisé par les cellules endothéliales, est
un inhibiteur de I’activité catalytique du complexe FT-FVIIa et diminue ainsi la génération de
thrombine et la formation du caillot de fibrine. De nombreuses ¢tudes ont rapporté¢ une
diminution de I’activité du TFPI corrélée a une augmentation de la génération de thrombine
chez les patients atteints de SAPL [67]. Cet effet serait li¢ a la présence d’anticorps dirigés
directement contre le TFPI [68] ou bien a une activité inhibitrice des anti- B2GP1 sur le TFPI

[69].

2.2 Activation cellulaire

a) Activation des plaquettes

Une thrombopénie avec une numération plaquettaire inférieure a 100G /1 est observée
chez environ 30% des patients avec SAPL [70]. Le mécanisme de cette thrombopénie est
auto-immun mais contrairement a la thrombopénie induite par 1’héparine (TIH) de type 2, elle
n’est pas due a une puissante activation plaquettaire mais plutdt a la présence d’anticorps anti-
GPIIblla ou anti-GPIb-IX [71-72] comme dans le purpura thrombopénique immunologique
(PTI).

Au cours du SAPL, [Dactivation des plaquettes aboutit surtout a un effet
prothrombotique principalement du a I’interaction du complexe B2GP1/anti -B2GP1 avec
deux récepteurs présents a la surface des plaquettes, le récepteur 2’de 1 ‘apolipoprotéine E
(ApoER2’) et la glycoprotéine Iba (GPIba) [73] (Fig 7).
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Le récepteur ApoER2’ fait partie de la famille des récepteurs des lipoprotéines et la
GPIba est I’'un des membres du complexe GPIb-IX-V qui se lie entre autre avec le facteur de

von Willbrand (FvW).

Les événements intracellulaires impliqués dans I’activation plaquettaire ne sont pas
complétement €lucidés mais il semble que la stimulation de ces deux récepteurs partageraient
des effecteurs intracellulaires communs qui aboutissent a 1’activation de la p38MAPK qui est
une kinase capable de phosphoryler de nombreux substrats dont la phospholipases A2 (PLA2)
qui conduit a la libération d’acide arachidonique, puis de thromboxane A2 (TXA2) [80]. Il a
d’ailleurs ¢ét¢ montré que les patients avec SAPL avaient une excrétion urinaire des

métabolites du TXA2 plus importante que des individus sains [74].

Anti-B2GPI

| Plaquette |
jll / TXA2 «— Acide arachidonique
I-__

Figure 8 : Modéle de sensibilisation des plaquettes a leurs agonistes par I’anti-p2GPI|[35].

Les anticorps dimérisent la B2GPI qui se lie a son récepteur plaquettaire I’ApoER2’ et interagit
avec la GPIba qui via la p38MAPK va induire une augmentation de thromboxane A2 plaquettaire
proaggrégant ; phospholipase A2 (PLA2) ; thromboxane A2 (TXA2)[75].
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b) Activation des cellules endothéliales

Physiologiquement, les cellules endothéliales ont des propriétés anticoagulantes
empéchant la formation inappropriée d’un caillot dans la lumiéere vasculaire. Plusieurs études
ont montré que les aPL étaient capables d’inhiber cet effet anticoagulant en activant les
cellules endothéliales pour leur conférer un phénotype procoagulant en I’absence de toutes
breéches vasculaires [76]. Les anti- B2GPI peuvent, en effet induire une surexpression de FT
[77] et de molécule d’adhésion [78] par les cellules endothéliales. Comme pour les plaquettes,
I’ensemble des effecteurs cellulaires mis 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

la B2GPI interagissait avec I’annexine A2 au niveau de la membrane des cellules
endothéliales [79].

D’autres effecteurs semblent ¢également intervenir, a ce niveau, comme les récepteurs
TLR2 et TLR4 [80,81], qui sont des récepteurs des endotoxines bactériennes de la familles
des toll-like récepteur (TLR) et le myeloid differenciation factor 88 (MyD88) [82] qui est une

molécule adaptatrice des TLR.

La cascade de signalisation se poursuit par I’activation de la p38MAPK [83] qui va
ensuite phosphoryler de nombreux substrats aboutissant a I’augmentation de 1’expression de
FT et de molécules d’adhésion dont intracellular adhesion molecules-1 (ICAN-1), vascular-
cell adhesion molecule-1 (VCAMI) et la sélectine E (Figure 9). 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
I’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 la libération de NO s’accompagne
d’un dysfonctionnement majeur de I’endothélium en favorisant ainsi la formation de

thromboses.
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Figure 9. Modeéle d’activation des cellules endothéliales par I’anti-p2GPI[35].

Les anticorps dimérisent la B2GPI qui se lie a son récepteur de la cellule endothéliale I’annexine
A2 et aux TLR2-4 qui via la p38MAPK vont induire une surexpression de facteur tissulaire

et de molécules d’adhésion (ICAM-1, VCAM-1 et E-sélectine).

Ces anticorps inhibent aussi la production par la cellule endothéliale

de NO antiagrégant et vasodilatatrice.

¢) Activation des monocytes

Au niveau des monocytes, ’activation cellulaire induite par les aPL s’accompagne
d’une surexpression de FT [84] 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. Ainsi, les complexes anti- B2GPI qui se
fixent a la surface des monocytes vont activer le complexe TLR2-4/annexine A2 et la
transduction du signal va se poursuivre par 1’activation de la p38MAPK, puis par I’expression

de FT et de TNFa [85] (Figure 10).
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Anti-p2GPI
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Figurel0 : Modéle d’activation des monocytes par Panti-B2GPI[35].

Les anticorps anti-B2GPI par la voie de la p38MAPK vont induire une surexpression par les

monocytes de facteur tissulaire procoagulant et TNFa, pro-inflammatoire.
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Tableau XI : Mécanismes d’actions potentiels des anticorps antiphospholipides[24]

Mécanismes

Pathologie

Cible des anticorps impliqués

» Inhibition de la voie de la
protéine C

-inhibition de I’activation de la
protéine C

Thromboses veineuses

thrombomoduline ? prothrombine ?

> -inhibition de I’activité
anticoagulante de la protéine C
-déficit fonctionnel protéine S

protéine C, protéine S, B2GP1,
kininogenes, facteur V

» Inhibition de I’activité de
I’antithrombine 111

Thromboses veineuses

protéoglycane a héparane sulfate
héparine, B2GP1

» Interférence avec la fonction de
[’annexine V

Obstétricale, thromboses

B2GP1, annexine V

» Inhibition de la fibrinolyse
dépendant du FXII

Athérome accéléré

» Perturbation de cellules
vasculaires

Obstétricale + Thromboses
(artérielles et veineuses)

» Fixation plaquettaire

Thrombopénie

glycoprotéines plaquettaires,

» Activation plaquettaire (+
complément)

CD36

» Déséquilibre des eicosanoides :
-production accrue de thromboxane
-défaut de production de
prostacycline

B2GP1, kininogénes
phospholipase A2
annexine V

» Effet procoaguant par
augmentation de la fixation de
prothrombine aux cellules
endothéliales

Prothrombine (anticorps de faible
affinité)

» Activation et /ou apoptose des
cellules endothéliales :
-expression accrue de facteur
tissulaire
-expression accrue de molécules
d’adhésion
-production accrue d’endothélinel
-perte des propriétés
antithrombotiques

Thromboses artérielles et
Syndrome catastrophique
des antiphospholipides
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B) Les inhibiteurs physiologiques d’un facteur de coagulation

Ces inhibiteurs sont spécifiques d’un facteur de la coagulation. Ce sont des anticorps
circulants pouvant étre dirigés contre n’importe lequel des facteurs de coagulation. Ils sont
peu fréquent et peuvent se rencontrer chez des sujets déficitaires d’un facteur ayant été
transfusés, ou apparaitre spontanément en I’absence de tout déficit constitutionnel en facteur
de coagulation et qui sont supplémentés. Les inhibiteurs des facteurs VIII, IX et Willebrand
seront exposés les premiers car ils sont les plus fréquemment retrouvés. Les anti-facteurs
peuvent apparaitre spontanément en dehors de tout déficit constitutionnel dans les situations

suivantes :
-souvent dans les maladies auto-immunes (LED),

-parfois au cours de maladies dermatologiques : psoriasis, pemphigus, dermatite

herpétiforme,
-hémopathies malignes : leucémies, myélome, ...
- néoplasie,
-antibiotiques : sulfamides, phénitode, phénylbutazone,
-inexpliqués, sans maladie apparente
1) Les anticorps anti-facteur VIII et IX

Caractéristique de I’hémophile acquise

L’hémophilie acquise est une maladie de la coagulation liée a la présence d’auto-
anticorps acquis dirigés contre les facteurs VIII ou IX de la coagulation. C’est une maladie
rare qui se manifeste par un syndrome hémorragique chez un patient indemne de tout déficit
constitutionnel de la coagulation. L’inhibiteur anti-VIII ou anti-IX différe des anticorps qui
apparaissent suite a une allo-immunisation transfusionnelle des hémophiles.

1.1 Les anticorps anti-facteur VIII

Les inhibiteurs anti-F VIII sont des anticorps apparaissant chez une personne non

hémophile. Il s’agit d’immunoglobulines, presque toujours IgG, plus rarement IgM, a chaine
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légere lambda, exceptionnellement kappa. La sous-classe des IgG4 qui ne représente
normalement que 5% de la population des IgG est ici trés largement prédominante suivie par
les IgG3. L’hémophilie A acquise (HAA) se caractérise par ’apparition de ces auto-
anticorps anti-facteur VIII chez un sujet non-déficitaire, se différenciant ainsi de I’hémophilie
congénitale (sujet déficitaire) et des phénomenes d’allo-immunisation (apparition d’anticorps
anti-facteur VIII substitutif utilisé en traitement des patients déficitaire). Ces anticorps anti-F
VIII neutralisent I’activité coagulante du F VIII (F VIII : C) et entraine une augmentation de

sa clairance.
D’apres la classification de Biggs (1972) on peut distinguer deux types d’anticorps :

-les anticorps de type I caractérisés par une cinétique d’inactivation du F VIII: C
linéaire, rapide et complete. Ce sont des allo-anticorps apparaissant chez 10 a 30%
des hémophiles A traités, ils entrainent une résistance a la thérapeutiques substitutive

et une augmentation du risque hémorragique,

-les anticorps de type II comportant une premiere phase d’inactivation rapide suivie
d’une deuxieme phase plus lente et incomplete ainsi leur détection reste donc parfois
difficile. Ce sont des auto-anticorps apparaissant chez les sujets non hémophiles, le
plus souvent agés (60 ans) mais il existe un pic vers 20-30 ans li¢ a ’HAA associée
au post-partum. Elle touche aussi bien les hommes que les femmes. Ces anticorps
peuvent étre responsables d’un tableau hémorragique en général bruyant et brutal
chez une personne n’ayant aucun antécédent hémorragique. La neutralisation du
facteur VIII par I’auto-anticorps se caractérise in vitro par une baisse de son activité.

Elle rend compte des perturbations des tests de dépistage utilisés en laboratoire.

a) Les sites reconnus par les inhibiteurs anti-FVIII

Le F VIII est une molécule synthétisée sous la forme d’un polypeptide monocaténaire
de 2332 acides aminés (aa). L’analyse de sa structure révele plusieurs domaines homologues
juxtaposés dans I’ordre A1-A2-B-A3-C1-C2 séparés entre les domaines Al et A2, A2 et B, B
et A3 de zones hyper-acides parfois appelées AR1, AR2 et AR3 (Figure 11).
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Les modifications post-traductionnelles aboutissent a la production d’une molécule de F
VIII & deux chaines : une chaine lourde composée des domaines A1-A2-B (le domaine B étant
protéolysé a des degrés divers) et une chaine légere composée des domaines A3-CI1-C2.
L’activation par la thrombine produit un clivage sur deux sites de la chaine lourde (Arg 372
et Arg 740) et un site de la chaine légere (Arg 1680). Le F VIII activé (F VIlla) est donc un
hétérotrimere (A1/A2/A3-C1-C2) dépourvu du domaine central B et d’un petit peptide

d’activation de 41aa correspondant au domaine AR3 (Figure 11).
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Figure 11 : Structure primaire et mécanisme d’activation du F VIII [86].

Le FVIII est une protéine de 2332 aa composée d’une chaine lourde (A1-A2-B) et d’une chaine
légere (A3-C;-Cy). Il se présente sous forme d’hétérodiméres dans le plasma et va étre activé par la

thrombine et circuler sous forme d’hétérotrimeéres activés.

Dans la circulation plasmatique le FVIII circule associ¢ au Facteur Willebrand (vVWF)
qui le protege des phénomenes de dégradation protéolytique et prévient la dissociation des

chaines lourdes et l¢geres. La liaison aux phospholipides (PL) indispensable pour I’activation
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optimal du facteur X se fait sur un site localis¢ aussi dans la portion C terminale du domaine

C2 sur lequel se chevauchent donc la liaison aux PL et au vWF.

Les sites reconnus par les inhibiteurs anti-VIII ont d’abord été étudiés par les techniques
d’immunoblotting utilisant des fragments de FVIII protéolysé par la thrombine ou des
fragments recombinants [87]. La majorité des épitopes reconnus par les anticorps anti-FVIII
ont pu ainsi étre localisé sur un fragment de 18,3 kDA en position N terminal du domaine A2
et/ou un fragment de 17,3 kDA en position C terminale du domaine C2, quelques-uns d’entre
eux reconnaissent en plus le domaine A3. Certains anticorps dirigés contre la zone acide AR1
ont parfois aussi €été¢ décris. Plusieurs méthodes ont permis de démontrer la complexité de la

réponse immunitaire des hémophiles immunisés.

Dans une étude portant sur 34 plasmas d’hémophiles avec inhibiteur, 1’équipe de
Scandella montrait ainsi que dans 80% des cas environ la spécificité¢ porte sur deux ou trois
sites avec une composante anti-A2 dans 70% des cas, anti-C2 dans 82%, anti-AR3-A3-Cl1
dans 56% des cas [88]. La spécificité des auto-anticorps anti-FVIII n’est pas différente (les
mémes épitopes sont reconnus) mais la réponse apparait plus restreinte. La méme étude fait
aussi apparaitre certaines différences entre les hémophiles traités par produits plasmatiques ou
recombinants. On observe ainsi chez les hémophiles traités par produits plasmatiques une plus
grande fréquence de la composante anti-AR3-A3-C1 ainsi que 1’association anti-C2+AR3-
A3-Cl1. En revanche, I’association anti-A2+C2 apparait un peu moins fréquente dans le
groupe plasmatique. Cependant les deux groupes ne sont pas exactement comparables : les
hémophiles traités par les produits plasmatiques étant en majorité des adultes déja largement
traités par FVIII alors que les patients traités par les produits recombinants sont exclusivement

de jeunes enfants traités depuis moins longtemps ce qui limite la portée de ces comparaisons.

Les anticorps anti-FVIII peuvent interférer avec les différents partenaires du FVIIL
Certains anticorps, par encombrement stérique, vont empécher I’activation du F VIII en F
Vllla par la thrombine ou perturber la protection du FVIII par le facteur von Willebrand. Les

anticorps anti-domaine C2 inhibent la fixation du FVIII avec le facteur von Willebrand, le F
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Xa ou les phospholipides. Les anticorps anti-domaine A2 vont empécher la fixation du FVIII

avec le FIXa et anti-domaine A3 perturbent I’interaction avec le F IX.

Un autre mécanisme d’inhibition est la formation de complexes immuns responsables
d’une baisse de la demi-vie du FVIII et d’une augmentation de la clairance : ce sont des
anticorps non neutralisant. Ces anticorps n’interagissent donc pas avec les fonctions
procoagulantes du FVIII: ils sont non inhibiteurs. Enfin, un dernier mécanisme est
I’hydrolyse directe du FVIII par des anticorps dits catalytiques. Ces anticorps possédent une

activité enzymatique et catalytique directe sur le FVIIIL.
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Figure 12 : Mécanismes d’action des anticorps anti-F.VIII [89].

1.2 Les anticorps anti-facteur IX

Cet inhibiteur est une immunoglobuline de type IgG1 ou IgG4, kappa ou lambda mais
plus rarement des IgM. Il est peu dépendant du temps, se fixant en moins de 30 minutes, est

stable a 56°C, il est non précipitant et ne fixe pas le complément. Le FIX (figure 12 : 2B) est
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une sérine protéase de 415 acides amingés, il est organisé en plusieurs domaines : a I’extrémité
N-terminal se trouve le domaine GLA comportant de nombreux résidus d’acides glutamique,
permettant la liaison aux phospholipides électronégatifs par I’intermédiaire d’un ion calcium.
Le FIX possede également 2 domaines de type EGF like (epidermal growth factor) : EGF 1 et
EGF 2. Vers I'extrémité C-terminal, se trouve le domaine d’activation puis le domaine
catalytique. Lors de son activation en FIXa, le domaine d’activation est clivé, individualisant
ainsi une chaine lourde et une chaine légere reliées par un pont disulfure. Le FIXa est une
sérine protéase permettant I’activation de FX en FXa au niveau du domaine catalytique. Cette

réaction est augmentée d’un facteur 50 en présence de FVIIIa.
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Figure 13 : Structure du FVIII et du FIX [89].
Figure 2 A : Structure du FVIII. Figure 2 - B. Structure du FIX.

Le FVIII (A) est composé d’une chaine lourde (domaines A1-A2-B) et d’une chaine légére
(A3-C1-C2) reliées par un ion métallique divalent. Le FIX (B) est composé d’une chaine 1égeére
(domaines EGF et GLA) et d’une chaine lourde (domaine d’activation et domaine catalytique)

reliées par un pont disulfure.
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2) Les anticorps anti-facteur XI

Le facteur XI est une glycoprotéine dimérique de la coagulation, formé de deux sous-
unités identiques unies par un pont disulfure. 11 appartient, avec le facteur XII, la PK et le
KHPM, au systeme contact de la coagulation. Ce zymogene est activé en sérine-protéase
apreés protéolyse par le facteur XII activé et la thrombine. Son role sous forme active est
d’initié la cascade des réactions enzymatiques amenant a la formation de fibrine en induisant
I’activation du facteur IX. C’est aussi un inhibiteur de la fibrinolyse, il prend place dans le
systeme fibrinolytique en renforgant la stabilité¢ du caillot et en augmentant sa résistance a la

fibrinolytique.

Les déficits en facteur XI, héréditaire autosomiques dominants ou acquis, existent mais
sont rares. Ils peuvent étre responsables de complications hémorragiques apparaissant le plus

souvent dans le contexte d’un traumatisme ou d’une intervention chirurgicale.

Le déficit acquis peut étre observé en présence d’un inhibiteur spécifique dirigé contre
le facteur XI. L’inhibiteur anti-facteur XI est une immunoglobuline G ou M d’action rapide,
mais qui peut étre progressive, notamment quand 1’anticorps survient au cours d’un déficit

constitutionnel [90]. 11 peut avoir plusieurs sites d’action a I’égard du facteur XI. IL peut, en
effet :

-inhiber le facteur XI activé,

-I’adsorption du facteur XI et la génération du facteur XI activé par les surfaces

réactives chargées négativement,

-la fixation du KHPM sur le facteur XI ou encore le clivage du facteur XI par le

facteur XII activé [91],
-ou empécher ’activation du facteur IX par le Xla.
3) Les anticorps anti-facteur de von Willebrand

Le facteur de von Willebrand (VWF) est un facteur plasmatique chargé de deux
importantes fonctions ; adhésion des plaquettes au sous-endothélium vasculaire d’une part et

le transport et la protection du facteur VIII de la coagulation d’autre part. Il est synthétisé par
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la cellule endothéliale vasculaire et le mégacaryocyte. Sa structure est hétérogene car il résulte
d’une polymérisation plus ou moins importante d’une structure monomeérique de base de 270

kD, et les formes de haut poids moléculaires sont plus efficaces pour I’hémostase primaire.

Les anticorps anti-facteur de von Willebrand n’ont été identifié 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.

Le syndrome de Willebrand acquis est un syndrome rare, cliniquement et
biologiquement identique a la maladie de Willebrand (vVWD), touchant préférentiellement des
personnes sans antécédents hémorragiques personnels ni familiaux, a un age avancé de leur

vie.

Les mécanismes physiopathologiques mis en jeu dans le AvWS dépendent des maladies
causales. Un anticorps anti-facteur von Willebrand est retrouvé préférentiellement lors de

proliférations lymphoides.
On distingue ainsi deux types d’anticorps :

-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 I1b/Il1a.

Ces anticorps diminuent I’activit¢ du vWF. Ils sont principalement de type IgG,

rarement IgM et exceptionnellement IgA [92, 93, 94],

-les anticorps non-neutralisants qui se lient au niveau des sites non fonctionnels de la
protéine comme les sites de clivage des multimetres de haut poids moléculaires. Ils

n’entrainent pas toujours une perte d’activité du vWF mais favorisent sa clairance [92, 95].
4) Les anticorps anti-facteurs V

Il s’agit d’un anticoagulant rare, puisqu’une trentaine de cas seulement ont été décris
dans la littérature. Le facteur V est une protéine monocaténaire de synthese hépatique il est
libéré dans le sang sous forme inactive. Il se repartit en FV circulant (80%) et en FV
plaquettaire (20%). Cet anti-facteur est une immunoglobuline IgG4, surtout neutralisant,

d’action rapide. Cet anticorps est transitoire : il disparait rapidement et spontanément dans la
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majorité des cas. La présence du facteur V, concentré dans les granules alpha des plaquettes,
justifie pour certains des transfusions plaquettaires au cours des syndromes hémorragiques

liés a ’anti-facteur V [96].

La structure du FV est tres proche de celle du facteur VIII. Le clivage par la thrombine
du facteur V donne naissance au facteur Va, dépourvu d’activité enzymatique, cofacteur du
Xa avec lequel il forme en présence de Calcium et d’un phospholipide membranaire le
complexe prothrombinase. Le FVa est constitué d’une chaine lourde (domaine Al- A2) et
d’une chaine légere (domaine A3-C1-C2) reliées de fagon non covalente par un ion Ca2+
[97]. Les domaines A3-C1-C2 obtenus apres clivage du facteur V par la thrombine sont
responsables de I’activité procoagulante du facteur V. Plus récemment, la purification d’anti-
facteur V a permis de préciser qu’il s’agissait le plus fréquemment d’IgG reconnaissant le

domaine C2 [98]. In vitro ils inhibent la liaison du facteur V a la phosphatidylsérine.
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V. EPIDEMIOLOGIE ET DIAGNOSTIC DES ANTUCOAGULANTS
CIRCULANTS

A. Antiphospholipides

1) Caractéristiques
1.1 Epidémiologie

La prévalence du syndrome des anticorps antiphospholipides dans la population
générale est faible. Seul un faible pourcentage de patients qui présentent une thrombose

veineuse ou artérielle a des anticorps antiphospholipides a un titre significatif et persistant.

Au cours du LES, la prévalence du LA est d’environ 15 a 30 % et celle des aCL de 25%
a45%. Un SAPL est observé chez 25% a 30% des maladies si le recul est suffisant.

Dans la population générale, la prévalence des aPL est inférieure a 3% tant pour le LA
que pour les aCL [99]. Cette prévalence semble augmenter chez les sujets agés. De
nombreuses études transversales ont bien établi I’association entre les aPL et thrombose
veineuse, une récente méta-analyse soulignant que cette association est plus forte avec le LA
qu’avec les aCL[100]. Toutefois, chez les sujets jeunes, la présence d’aPL constitue un
authentique facteur de risque pour la survenue d’un premier infarctus cérébrale ou
myocardique [99,101]. Les études prospectives montrent que chez les sujets sains, la
présence d’aCL est prédictive de la survenue d’une thrombose veineuse [102]. Apres un
premier €pisode veineux (thrombose profonde ou embolie pulmonaire), la présence d’un LA
est fortement annonciatrice de récidives [103, 104]. Concernant le territoire artériel, la
présence d’aCL constitue un facteur de risque pour la survenue d’un premier infarctus
myocardique [105]. De plus, la présence d’aCL est associée a un risque accru de récidives
aprés un premier €pisode ischémique coronarien ou cérébral. En résumé, bien que certains
résultats préliminaires demandent confirmation, les aPL font progressivement leur entrée au
sein des facteurs de risque vasculaire, ce d’autant que certains travaux prenant en compte le

titre des aCL ont pu établir I’équivalent d’une courbe effet-dose [102].
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1.2Circonstance de découverte

La recherche d’antiphospholipides est le plus souvent prescrite dans les contextes
suivants un bilan initial et suivi de maladies auto-immunes. Les circonstances de détection

peuvent se faire :
e Hors de SAPL

La présence d’anticorps antiphospholipides n’est pas spécifique du syndrome des
antiphospholipides et ces anticorps peuvent étre détectés au cours de nombreuses autres

situations tels que :
Infections :

Syphilis, infection par le VIH, hépatites virales, virus Epstein Barr (MNI), fievre Q,
parvovirus B19, Iépre. Hormis pour I'infection par le VIH et la lepre, la présence des
anticorps est généralement transitoire, a la phase aigue, et ils disparaissent avec le traitement
de I’affection sous-jacente lorsqu’elle est curable ou I’arrét du traitement inducteur. Mise a
part I’infection par le parvovirus B19, et la Iepre, les anticorps antiphospholipides détectés au

cours des infections ne sont pas f2GPI-dépendants. Ils sont peu thrombogénes.
Médicaments :
Neuroleptiques, les B-bloquants, Quinidiniques, les Interféron a.

Bien que les aPL induits par les médicaments puissent étre cofacteurs dépendants (2-
GPI, prothrombine), ceux-ci ne s’accompagnent habituellement pas de manifestations
thrombotiques. La disparition des anticorps antiphospholipides a 1’arrét du médicament est

inconstante (50%) et survient entre 6 et 12 mois apres 1’arrét.
Affections malignes :
Tumeurs solides ou hémopathies (dysglobulinémies monoclonales).

Maladies auto-immunes :
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Lupus érythémateux systémique, polyarthrite rhumatoide, syndrome de Gougerot-

Sjogren.
¢ Dans le SAPL

La pathogénie des aPLs semble étre en effet conditionnée par leur persistance, et ce
n’est qu’a la suite de deux déterminations positives séparées par un délai minimum de 2 a4 3
mois que la présence d’aPL pourra étre prise en compte comme critére de diagnostic d’un
SAPL. L’association du syndrome antiphospholipide au anticorps antiphospholipides peut
étre retrouvé dans un bilan initial, le suivi de maladie auto-immunes tels que le lupus
érythémateux systémique, autres maladies systémiques auto-immunes (polyarthrite
rhumatoide, maladie de Sjogren, maladie de Behget, sclérodermie, maladie de Horton...) mais
¢galement un bilan étiologique de thromboses veineuses profondes ou superficielles

inexpliqués ;

- manifestations ischémiques artérielles affectant en particulier le territoire cérébral
(thromboses, accident ischémique transitoire), coronaire, oculaire, rénal (micro angiopathies
thrombotiques), notamment lorsqu’elles surviennent chez des sujets jeunes et en 1’absence de

facteurs de risques identifiés ;

- pathologie obstétricale : pertes feetales spontanées précoces récidivantes ou morts
feetales tardives, inexpliquées par des causes morphologiques, génétiques ou hormonales avec

retard de croissance intra-utérine, pré-éclampsie.

Outre ces critéres majeurs, thrombotiques et obstétricaux, d’autres manifestations
cliniques sont tres évocatrices du SAPL dont elles peuvent étre considérées comme critéres
«mineurs » [106] : lésions cutanées (livedo réticulaire, nécroses cutanées, hémorragies sous-
unguéales), cardiaques (valvulopathies), troubles endocriniens (insuffisance surrénale),
neurologiques (my¢lite transverse, ¢pilepsie, chorée); thrombopénies persistance

inexpliquées.
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Tableau XII : Définition historique du SAPL [107]

Association d’une manifestation clinique parmi :
-thrombose veineuse,
-thrombose artérielle,
-pertes foetales (>2).
Avec au moins une anomalie biologique parmi :
-anticoagulant circulant de type lupique (LA) ou antiprothrombinase ;
-aCL (> 20 unités GPL (ou MPL).

Cette anomalie biologique persistante a au moins 8 semaines d’intervalle.

Unités GPL : unités antiphospholipides I[gG MPL : antiphospholipides [gM

1.3Critere de diagnostic positif

Le diagnostic des ACC est délicat car les données des tests biologiques habituellement
réalisés au laboratoire ne sont pas toujours faciles a interpréter d’ou les principaux tests
utilisés qui sont les tests de coagulation mettant en jeu des phospholipides et les tests

immunologiques spécifiquement congus pour détecter ces anticorps.

En effet en dehors de tout signe clinique d’orientation, une recherche spécifique de
lupus anticoagulant est fréquemment entreprise a I’initiative du biologiste, devant la
découverte fortuite d’un allongement du TCA lors d’une exploration de routine de la
coagulation. Les lupus anticoagulants associ€s a une pathologie infectieuse représentent une
cause fréquente des allongements du TCA détectés en pédiatrie sur des bilans préopératoires
[108].

a) Les tests de coagulation

Les tests de coagulation dépendant des phospholipides peuvent étre perturbés en
présence d’un ACC. L’existence ou I’importance de la perturbation des tests dépend d’une
part de la sensibilité¢ du test utilisé et, d’autre part, de la nature de ’ACC présent. Les criteres
diagnostiques des ACC ont été définis par le sous-comité « lupus anticoagulant/anticorps

antiphospholipides » de la société internationale d’hémostase et thrombose (ISTH) en 1995
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[109].Pour affirmer un diagnostique d’ACC de type lupique, quatre conditions doivent étre
remplies (Tableau XIII). Les tests de coagulation utilisés peuvent explorer la voie endogene,
la voie exogene ou la phase finale commune de la coagulation. Ces tests sont nombreux, et

leur utilisation doit étre hiérarchisée.

Tableau XIII : Critéres diagnostiques des anticoagulants circulants de type

lupique (d’aprés Brandt)[109]

1. Prolongation d’au moins un test de coagulation dépendant des phospholipides ;
2. Mise en évidence du caractére inhibiteur par une épreuve de mélange plasma a tester
—pool de plasmas normaux ;

3. Confirmation du caractere phospholipides-dépendant de [1’effet inhibiteur ;
4. Absence d’autres coagulopathies susceptibles d’interférer dans les tests (les dosages
de facteurs permettent d’éliminer un déficit ou la présence d’un inhibiteur spécifique

dirigé contre un facteur).

Phase pré-analytique

Cette phase est capitale pour le diagnostic des ACC d’ou la nécessité de respecter les

recommandations suivantes :
-ponction veineuse franche,
-le garrot non serré,
-les premiers ml rejetés,

-quantit¢ de sang suffisante respectant le volume de I’anticoagulant (citrate tri
sodique) a raison de 1 volume pour 9 volumes de sang (tube avec bouchon bleu) ,
mélanger aussitot par retournement lents mais complets, sans produire de mousse ni
d’hémolyse mécanique, -

temps d’acheminement <2 heures,

-plasma déplaquetté par double centrifugation.
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Le plasma peut étre congelé a -20°C s’il est testé dans les deux semaines, ou -80°C s’il

doit étre conservé plus longtemps.

La recherche d’ACC comporte quatre étapes, une batterie de tests étant nécessaire pour

mettre en évidence ou éliminer la présence d’un ACC :
> Etape 1 : tests de dépistage

C’est la premiere étape, mettant en jeu des tests peu couteux mais trés sensible aux
ACC. Il est recommandé¢ d’utiliser : un temps de thromboplastine diluée et un TCA avec des
réactifs sensibles aux ACC. Un temps de Quick et un TCA doivent étre réalisés en parallele
avec des réactifs au contraire peu sensible aux ACC ainsi qu’un temps de thrombine sensible
a I’héparine. Les plasmas pour lesquels les résultats obtenus avec les réactifs sensibles aux
ACC sont normaux, sont considérés comme ne contenant pas d’ACC. Ceux pour lesquels il y
a la perturbation des tests peuvent étre rattachés de maniere certaine a un traitement AVK ou
héparine et sont en principe considérés comme ne contenant pas d’ACC. Enfin, les plasmas
ayant des allongements des temps de coagulation sans relation avec un traitement
anticoagulant ou pour lesquels il existe un doute quant a la présence d’anticoagulant circulant

sont testés dans les tests suivants.

Les tests suivants consistent a utiliser des tests plus couteux comme le temps de venin
vipere Russell dilué ( dRVVT), temps de textarine et d’ecarine, temps de venin de vipere
Taipan . Les plasmas dont les temps de coagulation sont allongés avec les réactifs sensibles
aux ACC mais normaux avec les réactifs peu sensibles sont considérés comme comportant un
ACC, tandis que les autres plasmas sont testés pour la recherche de déficit en facteur.

Le temps de reptilase :

Il s’agit d’un test chronométrique, simple et automatisable, qui explore Ila
transformation du fibrinogéne en fibrine (fibrinoformation). Il est exprimé en seconde, ou
sous forme d’un ratio par rapport a un plasma normal. Associé¢ au temps de thrombine, ce test

est utilisé dans I’exploration des anomalies qualitatives du fibrinogene (dysfibrinogénémies).

61



Diagnostic biologique des anticoagulants circulants

La caractéristique du temps de reptilase est d’étre contrairement au temps de thrombine,
insensible a la présence de médicament a activit¢ antithrombine, tels que I’héparine et
I’hirudine. Le test est réalisé sur un plasma citraté, les conditions pré-analytiques doivent étre
scrupuleusement respectées, toute hémolyse ou toute amorce méme minime de la coagulation
invalide le test. En présence d’un allongement du temps de thrombine, le temps de reptilase
permet de préciser si ce phénomene est du a la présence d’antithrombine (héparine).En effet,

dans ce cas précis, le temps de reptilase reste normal.
» Etape 2 : effet inhibiteur

Devant I’anomalie d’un ou plusieurs tests de dépistage, la démonstration de la présence
d’un inhibiteur fait appel a une épreuve de « correction », apres mélange du plasma a tester
avec un pool de plasma normal. L’absence de correction de I’allongement initial signe la
présence d’un inhibiteur, qui reste a caractériser. Au contraire, la normalisation du temps de
coagulation du mélange est en faveur d’un déficit touchant I'un au moins des facteurs

explorés par le test.
Test de correction

La préparation du plasma normal destiné aux tests de mélange doit étre aussi rigoureuse
que celle des échantillons a tester. Idéalement il s’agit d’un pool de plasmas frais provenant
des sujets sains (20 au minimum) préparé¢ dans les meilleurs délais suivant le prélevement,
déplaquetté par double centrifugation, voire filtration, pouvant étre conservé quelque mois a -
80°C ou quelques semaines a -20°C. L’effet inhibiteur du LA est de type inhibiteur immédiat
contrastant avec les inhibiteurs spécifiques du facteur VIlic dont I’action inhibitrice dépend

du temps (2h d’incubation).

Une activité inhibitrice progressive peut cependant étre mise en évidence pour environ
10% des lupus anticoagulants par I’incubation du mélange 2h a 37°C. La proportion idéale
d’échantillon a tester et de pool normal peut varier. Habituellement, le mélange est effectué a
parties €égales, mais 'utilisation de proportions différentes (deux parties de plasma a tester
pour une partie de pool de plasma normal) permet dans certains cas de sensibiliser le test.

Les critéres de correction différent selon le test utilisé et figurent dans le Tableau ci dessous.
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Pour le TCA ou le temps de Kaolin on calcule I’indice de ROSNER selon la formule :
Indice de ROSNER :

TCAmélange —TCAtémoin x 100
, TCA malade

Pour le TTD on considere le rapport : temps de mélange (M+T) /temps témoin. Le
dRVVT peut étre interprété selon ce dernier critére, mais il est le plus souvent, intégré dans
une étape de confirmation et n’est pratiqué sur le mélange plasma patient +plasma témoin que
lorsque le patient est traité par antivitamine K ou présente un déficit en facteur du complexe

prothrombinique.

Tableau XIV : Critéres de positivité des tests de diagnostic des LA[110]

Négatif Douteux Positif
Test de correction
-TCA : indice de Rosner (%) <12 12-15 >15
-du TTD* < 1,10 1,10—1, 20 > 1,20
Tests de neutralisation
-principe TCA** (sec) : <7 7-10 >10
-principe dRVVT*** <1,20 >1, 20

-IR<12 : correction du TCA et la non présence d’ACC, il s’agit d’un déficit en facteur plasmatique de
la voie endogéne de la coagulation : dosage alors des facteurs VIII, IX, XI, XII

-15 <IR > 12 : alors le test est douteux

-IR > 15 : pas de correction du TCA ce qui indique la présence d’un ACC spécifique d’un facteur ou
d’un anti-phospholipide. Seul le dosage spécifique des facteurs de la voie endogéne permettra
ainsi d’affirmer le diagnostic, mais s’il s’agit d’un anticoagulant spécifique, on fera alors un
titrage, le résultat est rendu en unités Bethesda. Cependant, un anticoagulant de type lupique
peut étre concomitant de celle d’un déficit en facteur et masquer ce dernier.La non correction
du TCA lors de I’épreuve du mélange doit donc pour cette raison inciter a rechercher un
déficit en facteur pour s’assurer de I’absence de risque hémorragique.

* 1 temps de thromboplastine dilué : indice : temps du mélange/temps du témoin
** . raccourcissement du temps de coagulation aprés ajout de phospholipides
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*%% - ratio normalisé = (ARVVT dépista.patient/dRVVTconfim. Patient) / (ARVVT dépist.
Témoin/ dRVVT confirm. Témoin).

> Etape 3: confirmation de la dépendance en phospholipide ou test de
neutralisation

L’absence de correction significative des tests de dépistage lors de I’épreuve de mélange

signe la présence d’un « anticoagulant circulant » qui reste a caractériser. Avant d’affirmer

qu’il s’agit d’un LA, il faut trouver sa dépendance en phospholipides.

Cette étape assure donc le diagnostic différentiel entre les LA et les inhibiteurs dirigés
contre un facteur de la coagulation. Elle consiste a reprendre le(s) test(s) de dépistage
initialement allongé(s) en augmentant la concentration en phospholipides des réactifs, afin de
neutraliser au moins partiellement I’inhibiteur. Un raccourcissement du temps de coagulation
traduit la présence d’un LA. Le degré de raccourcissement considéré comme significatif varie
selon les tests. La nature des phospholipides mis en ceuvre dans le systeme de neutralisation
du TCA est diverse. Le test original de Triplett faisait intervenir des lysats plaquettaires mais

d’autres sources de PL sont utilisables avec la méme efficacité.

Les tests de neutralisation utilisant le dRVVT présentent une meilleur spécificité vis-a-
vis des LA car insensibles a la présence d’un anti-VIllc a titre élevé. Cette spécificité est
améliorée par I’expression du résultat sous forme de ratio normalisé obtenu en divisant le
rapport (ARVVT patient dépistage/dRVVT patient confirmation) par le rapport (dRVVT

témoin dépistage/ dRVVT témoin confirmation).
> Etape 4 : exclusion d’une anomalie de la coagulation associée

Il s’agit d’¢éliminer tout autre cause que le LA pouvant contribuer a 1’allongement des
test de dépistage : déficit en facteur(s) de la voie endogeéne (VIII, IX, XI, XII, facteur contact)
dans le cas d’un allongement trés marqué du TCA, déficit en facteurs(s) du complexe

prothrombinique devant une perturbation importante du TTD ou du dRVVT.
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Tableau XV :

Tableau récapitulatif [111]

Dépistage = 2° test de
1% test ‘f“ Normal | dépistage: par | Normal  Absence
depistage : par exemple TCA de LA
exemple dRWYVT Seneinle
Allongement Allongement
'tn::r;r;i?i:a Mélange du . Incubation 2 h . Absence de
plasma a tester | Correclion a 37°C aprés |Correclion [ 4 déficit en
avec du plasma mélange et facteur de
normal avant le test coagulation 7
Absence de Absence de
cormaction correction
 EaE e e
Confirmation Ajout de Absence de  Absence de LA, i Exploration :
phospholipides | corection anticoagulant { des facteurs |
au test de circufant de type H de la :
dépistage antifacteur ? i coagulation :
Correclion
Présence
d'un LA
Exclusion des Exploration des facteurs de la
coagulo- coagulation sur des dilutions
pathies croissantes de plasma du patient
associees
Absence de correction d'un ou
Correction plusieurs facteur(s)
Absence de Présence de
coagulopathie associcge coagulopathie(s)
Risque thrombaotique associde(s)

Risque hémorragique
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b) Tests immunologiques

Dans la famille trés hétérogéne des anticorps antiphospholipides, certaines spécificités
peuvent étre mise en évidence par des techniques immuno-enzymatiques de type ELISA
(anticardiolipine, antiB2GPI par exemple). La mise en ceuvre des tests immunologiques
parallelement aux tests de coagulation est indispensable du fait que les anticorps
antiphospholipides ne sont détectés simultanément par ces deux méthodes que dans 60% des
cas. Son avantage pour le dépistage des aPL est de permettre la mise en évidence de la
spécificité de ’anticorps, en utilisant un antigéne bien défini, et de I’isotype de cet anticorps,
en révélant la réaction par un immunsérum spécifique d’un isotype donné.

Ces anticorps peuvent reconnaitre différentes structures :

e Des phospholipides isolés, anioniques (phosphatidylinositol, phosphatidylsérine) ou
neutre (phosphatidyléthanolamine) ;

e Des complexes phospholipides /cofacteurs protéiques (B2GPI, prothrombine,
protéine C, protéine S)

e Des cofacteurs seuls, indépendants de toute liaison avec les phospholipides.

Devant I’extréme diversité des anticorps recherchés par différentes trousses, il est
important de bien maitriser les parametres méthodologiques propres a chaque trousse et de
définir la valeur diagnostique a accorder aux résultats. Parmi tous les anticorps détectés, les
anticorps les plus fréquemment recherchés en pratique courante sont les anticorps

anticardiolipines.

> Anticorps anticardiolipines

e (Cible antigénique

Les aCL reconnaissent la cardiolipine, mais également d’autres phospholipides
anioniques comme la phosphatidylsérine exposée a la face externe de la membrane des
plaquettes lors de leur activation. Le test CL-ELISA conventionnels, utilisant le sérum animal
comme source prépondérante de B2GPI, met en évidence sans permettre de les distinguer, au

moins deux catégories d’anticorps :
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- D’une dont la fixation a la cardiolipine n’est possible qu’en présence de f2GPI (aCL
B2GPI-dépendants) et se rencontre dans le cas des maladies auto-immunes et du
syndrome des antiphospholipides. Ce sont essentiellement les isotypes IgG et leur
présence est durable,

- -lautre représente les vrais aCL (B2GPI-indépendant) et sont observés dans les
infections. Ils sont d’isotype IgM ou IgG et présents de fagon transitoire
(disparaissent en 2 a 3 mois).

e CL-Elisa

Ce test, dont le principe est simple est malheureusement encore a I’heure actuelle mal
standardisée [112] en raison d’une grande diversité¢ de choix , entre les laboratoires, ou selon
les trousses commerciales utilisées, dans les différents ¢léments de la réactions (microplaque,
antigéne, tampon, utilisation ou non d’un «blanc sérum ») mais aussi dans le choix des
valeurs seuils et de la méthode d’expression des résultats. La majorité des trousses
commercialisées expriment des résultats quantitatifs en unités GPL et MPL, respectivement
pour les isotypes IgG et IgM a partir d’une gamme d’étalon a I’aide de standards « maison »,
ou fournis pas I'université de Louisville (USA), appelés « standard de Harris ». Le mode de
détermination de la valeur seuil introduit un autre facteur de variabilité entre les kits Elisa-
aCL. Différentes méthodes de calcul sont employées pour la détermination de la valeur seuil :
moyenne + n déviation standard (n peut varier de 2 a 5), percentiles. La distribution des
anticardiolipines dans la population dite normale n’est pas gaussienne et c’est la méthode des
percentiles qui parait la plus adaptée mais le choix du percentile seuil n’est pas toujours

identique (il varie de 95 a 99).
> Les anticorps anti-B2GPI

La détection directe des anticorps anti- B2GPI, en I’absence de phospholipides (B2GPI
Elisa) impose I'utilisation de microplaques particulieres, constituée de polystyréne irradié ou
de chlorure de polyvinyle. L’irradiation des plaques, en créant des résidus carbonyles chargés

négativement, mine le changement conformationnel de la B2GPI induit par leur liaison aux

67



Diagnostic biologique des anticoagulants circulants

PL, et surtout augmente la densité antigénique au fond des puits, permettent une meilleure

fixation des anticorps qui ont une faible affinité.

L’antigene immobilisé sur plaque irradiée est de la B2GPI humaine purifice et le
tampon de saturation et de dilution des échantillons ne contiendront pas de f2GPI. Malgré son
apparente plus grande simplicité et la diffusion d’un étalon, ce B2GPI Elisa souffre du méme
manque de standardisation que son ainé, le CL-Elisa, et un effort de standardisation de ces
deux Elisa est actuellement entrepris dans le cadre du forum européen sur les anticorps

antiphospholipides.
Interprétation des discordances entre CL et B2GPI-Elisa
e Résultats aCL positif et antif2GPI négatif

Ces anticorps correspondent aux «vrais» aCL, B2GPI-indépendants et sont
classiquement observés, de facon transitoire, au cours des infections. Certains de ces anticorps
peuvent avoir une spécificité d’espece ne reconnaissant que la B2GPI bovine présente dans le
tampon utilis¢ pour ’aCL-Elisa [113]. On pourra observer ce profil immunologique (aCL+/
aP2GPI -) dans d’authentiques SAPL, en effet si de nombreux travaux soulignent la meilleur
spécificité des anti- f2GPI vis-a-vis des critéres cliniques du SAPL, ils ont également une
moins bonne sensibilité¢ que les aCL, ne disposant donc pas de la recherche de ces derniers.
Ceci a €té bien montré par une ¢tude de Sanmarco et al. [114], dont les résultats sont résumés
dans le Tableau XVI. Enfin, signalons que d’autres cofacteurs protéiques des aCL ont

récemment €té décrits [115].
e Résultats aCL négatif et anti-B2GPIpositif

De rares anticorps anti-32GPIsont dirigéscontre des épitopes rendus inaccessibles par
I’interaction B2GPI/PL, ces anticorps pouvant se rencontrer dans des SAPL cliniques.
Certains anticorps, volontiers d’isotype IgM, ont une spécificité d’espece reconnaissant la
B2GPI humaine (utilisée dans le f2GPI-Elisa), mais non la B2GPI animale (prépondérante
dans le CL-Elisa) [112].
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Tableau XVI : Performances comparées des anticorps IgG anti- B2GPI et

anticardiolipine vis-a-vis du SAPL, d’aprés Sanmarco et al. [114]

Spécificité Sensibilité VPP positive
aCL 54% 87% 34,6%
a p2GPI 98% 54% 87,5%

VPP : Valeurs prédictives positive

> Les anticorps antiprothrombines

Les anticorps antiprothrombines peuvent étre détecté par un Elisa utilisant comme
antigéne de la prothrombine humaine purifiée immobilisée directement sur les plaques de
polystyréne irradiées [116] ou sur plaques revétues de PL anioniques en présence de cat++ .
Les anticorps antiprothrombines, a la différence des anticorps anti- B2GPI, ne sont mis en
¢vidence par le CL-Elisa et, comme pour les anticorps anti- B2GPI, seule une fraction des
anticorps antiprothrombine détectés par Elisa possede une activité LA détectée par les tests de

coagulation.
> Les anticorps antiphosphatidyléthanolamines

IIs sont détectés par méthode Elisa utilisant des phospholipides neutres et sont distincts
des LA et aCL. Ils leur sont souvent associé¢s dans les pathologies auto-immunes mais ils
peuvent étre rencontrés isolément, notamment, associés aux complications obstétricales et
vasculaires cutanées et neurologiques. Une fraction de ces anticorps dépende de cofacteurs

protéiques comme le kininogénes
1.4 Diagnostic étiologique

En dehors de tout signe clinique d’orientation, une recherche spécifique de LA est
fréquemment entreprise a I’initiative du biologiste, devant: la découverte fortuite d’un
allongement du temps de céphaline avec activateur, lors d’une exploration de routine de la

coagulation, car il n’est pas rare de voir apparaitre un LA associ€¢ ou non a d’autres anticorps
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antiphospholipides, dans un contexte infectieux, iatrogéne (traitements par chlorpromazine,
antibiotiques, interféron) ou néoplasique (hémopathies lymphoides, tumeurs solides).
Les LA associés a une pathologie infectieuse représentent une cause fréquente des
allongements du TCA détectés en pédiatrie sur des bilans préopératoires. Ces anticorps sont
habituellement transitoires, disparaissant avec le traitement de I’affection sous jacente
lorsqu’elle est curable ou I’arrét du médicament inducteur, et exceptionnellement associés a
des manifestations thrombotiques. La pathogénie des antiphospholipides semble en effet étre
conditionnée par leur persistance, et ce n’est qu’a la suite de deux déterminations positives
séparées par un délai minimum de 2 a 3 mois que la présence d’antiphospholipides pourra étre
prise en compte comme critere de diagnostic d’un SAPL. Les antiphospholipides ne sont donc

pas spécifiques du syndrome des antiphospholipides.
2) Le SAPL primaire et le SAPL secondaire
2.1 Caractéristique

Le SAPL est une affection auto-immune caractéris€e sur le plan clinique par des
événements thrombotiques ou obstétricaux et sur le plan immunologiques par la présence
d’auto-anticorps favorisant la thrombose. Le SAPL est caractérisé par son hétérogénéité et ses
criteres diagnostiques évolutifs, aussi bien sur le plan clinique que biologique, ce qui peut
parfois compliquer la démarche diagnostique.

Le SAPL est considéré comme primaire s’il n’est pas associé¢ a aucune autre maladie
sous-jacente, en particulier auto-immune. Le terme de SAPL secondaire est souvent employé
pour le SAPL survenant chez un patient présentant un lupus systémique ou une autre maladie
systémique auto-immune. Le SAPL primaire, dans son versant non obstétrical a une
prédominance féminine moindre que le lupus et un age de début en moyenne plus élevé de 5 a
10 ans que celui du lupus systémique. Les principales séries de la littérature avaient un age
moyen de 30 ans. Néanmoins, toutes les tranches d’age sont concernées, y compris les
enfants. La prévalence des aPL au cours du lupus varie selon les séries de 7% a 65% pour le

LA, de 17% a 87% pour les aCL, et de 20% a 40% pour I’anti-32GPI.
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Cette dispersion est liée a la sensibilit¢ des méthodes utilisées, au nombre de
déterminations par patient (le titre des anticorps pouvant fluctuer dans le temps) et a la durée
du suivi. Ces anticorps sont rares dans la population générale : 2% a 4% selon qu’il s’agit
d’immunoglobulines G (IgG) aCL ou d’IgM (aCL), augmentant sensiblement chez les sujets
trés agés. Dans ce cas il s’agit alors de vieillards et porteurs de polypathologies nécessitant
des prises médicamenteuses variées, elles-mémes inductrices d’aPL.

Chez la femme enceinte, la prévalence des aPL serait de 1% a 1,8%. La prévalence du
SAPL au cours du lupus systémique a probablement été surestimée ; la meta-analyse de Love
et Santoro faisait état d’un chiffre de 42% chez les lupus porteurs d’un LA contre 12% chez
ceux n’ayant pas de LA [117]. Selon Hughes, 40% des 300 lupus avec aCL ont fait des
thromboses contre 18% des 364 lupus sans aCL [118]. Il n’existe aucune ¢tude permettant de
chiffrer la prévalence du SAPL primaire dans la population générale. Les seuls chiffres
disponibles concernent la prévalence des aPL au cours de situations pathologiques tels que les
accidents vasculaires cérébraux et les infarctus du myocarde chez les sujets jeunes. Ainsi,
chez les sujets de moins de 50 ans, le SAPL serait associ¢ a 36% des nouveaux accidents
vasculaires cérébraux (AVC).

La présence d’aPL constitue désormais un véritable facteur de risque vasculaire artériel
(cerveau, cceur) et pour certains veineux. Enfin les enquétes familiales ont montré que 10% a
20% des malades ayant un SAPL ont, parmi leur ascendants ou descendants direct, des sujets
souffrant également d’un SAPL ou d’une maladie auto-immune : lupus systémique ou lupus

incomplet surtout, mais aussi thyroidite, polyarthrite rhumatoide, sclérodermie,....
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Syndrome des Antiphospholipides
(SAPL)
¥ N

Isolé Associé a une pathologie auto-immune

2 2
SAPL primaire SAPL secondaire

N .

Apparition d’une pathologie auto-immune

Figure 14 : Notion de syndrome des antiphospholipides primaire /secondaire [119].

2.2 Nomenclature du SAPL

Au symposium de Sydney, il a été¢ déconseillé d’utiliser le terme générique de SAPL
secondaire mais de préciser a quelle maladie le SAPL était associé (SAPL associé a un lupus

systémique, a une sclérodermie systémique ou a une autre pathologie auto-immune ou non).

En novembre 2004, une conférence préalable au XI Congrés international sur les
anticorps antiphospholipides, a permis la révision des critéres de Sapporo, et publiée comme
consensus en 2006 [120]. En effet les criteres de Sapporo souffrent de manque de spécificité
et de sensibilité vis-a-vis des patients agés et présentant des facteurs de risques thrombotiques
acquis ou constitutionnels [121]. La principale nouveauté dans les critéres de Sydney est
I’introduction des anticorps anti-B2GP1 de classe IgG ou IgM, a coté du lupus anticoagulant
et des aCL IgG ou IgM (supérieurs respectivement a 40 GPL ou MPL, ou au 99 percentile).
L’intervalle de temps pour la persistance de positivité des tests est passé de 6 a 12 semaines

pour ¢liminer les aPL post-infectieux transitoire.
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Tableau XVII: Critéres de classification révisés du syndrome des

antiphospholipides (critéres de Sydney) [122]

La présence d’un SAPL est définie si I’'un au moins des critéres cliniques et I’un au moins
des critéres biologiques sont mis en évidence :
Critéres cliniques

1. Thrombose :

Un ou plusieurs épisodes symptomatiques de thromboses artérielles, veineuses ou d’un petit
vaisseau dans n’importe quel tissus ou organe. Cette thrombose doit étre confirmé par une
imagerie de référence ou d’un examen histopathologique. Dans cette derni¢re situation, il doit

s’agir d’une thrombose sans inflammation significative de la paroi vasculaire.
2. Manifestations obstétricales:

(a) Une ou plusieurs morts inexpliquées, feetus morphologiquement normal, a la 10 semaine
de gestation ou au-dela (morphologie normale établie par échographie ou examen direct) ou
(b) Une ou plusieurs naissances prématurées d’un nouveau-né morphologiquement normal avant
la 34 semaine de gestation a cause d’une éclampsie ou d’une pré éclampsie grave ou de signes

reconnus d’insuffisance placentaire

ou
(c) Au moins 3 avortements spontanés consécutifs avant la 10 semaine de gestation sans cause

anatomique ou hormonale maternelle et sans cause chromosomique maternelle ou paternelle.
Critéres biologiques

1. Présence d’un anticoagulant circulant (« lupus anticoagulant ») a deux reprises au moins,
espacées de 12 semaines, mis en évidence en suivant les recommandations de I’International

Society on Thrombosis and Haemostasis (ISTH).

2. Anticorps anticardiolipides (aCL) d’isotype I1gG et /ou IgM dans le sérum ou le plasma,
avec un titre moyen ou ¢levé (>40 GPL OU MPL, ou > 99 percentile), présents a 2 reprises au

moins avec des mesures espacées de 12 semaines ou plus, par ELISA standardisé.

3. Anticorps anti- 2GPI d’isotype IgG et/ou IgM dans le sérum ou le plasma, avec un titre
moyen ou ¢levé (>40 GPL OU MPL, ou > 99 percentile), présents a 2 reprises au moins avec des
mesures espacées de 12 semaines ou plus, par ELISA standardisé. Le
diagnostic ne peut étre retenu s’il y a moins de 12 semaines ou plus de 5 ans entre les

manifestations cliniques et la positivité de I’antiphospholipide.
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3) Le syndrome catastrophique des antiphospholipides (CAPS)
3.1 Définition

Chez une minorité de malades atteints de SAPL, primaire ou en contexte lupique, les
thromboses surviennent d’emblée de fagcon multiple, au cours d’un processus aigu responsable
d’une défaillance multiviscérale conduisant souvent au déces: il s’agit du

« syndrome catastrophique des antiphospholipides ».

Ce syndrome est caractéris€é non seulement par le caractére simultané des thromboses,
mais aussi par leur prédominance pour la microcirculation. Le terme a été proposé par
Asherson en 1992, apres analyse de 10 observations [123]. La définition proposée s’appuie
surtout sur le nombre de sites atteints, supérieur ou €gal a 3. Le diagnostic est souvent délicat
et les limites conceptuelles sont parfois floues, entre SAPL catastrophique (CAPS)
microangiopathie thrombotique de type purpura thrombocytopénique et thrombotique, voire
coagulation intravasculaire disséminée. Le CAPS conduit, en quelque jour ou semaines, a une
défaillance polyviscérale associant notamment : atteinte rénale, détresse cardiorespiratoire et
diverses manifestations digestives ou cutanées. L’atteinte prédominante des petits vaisseaux
constitue une des différences essentielles avec le SAPL classique. Cette microvasculopathie
concerne de fagon concomitante plusieurs organes: poumon, cceur, cerveau, reins, foie,

surrénales, pancréas, intestin...

Tableau XVIII: Critéres préliminaires de classification du syndrome

catastrophique (CAPS) [124].

1. Atteinte objective de 3 organes, systémes et/ou tissus au moins.

2. Développement simultané ou en moins de 1 semaines des manifestations.

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

4. Confirmation biologique de la présence d’aPL (LA et/ou aCL) a 2 reprises a 6 semaines

d’intervalles (si inconnu antérieurement).
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La performance de ces critéres préliminaires a €t¢ passée au crible de 176 CAPS du
registre international : 51% sont classés « définis » et 40% »probables », soit une sensibilité

de 90,3% et une spécificité de 99,4%.
CAPS défini : 4 criteres présents
CAPS probable : 4 critéres présents, mais deux organes/tissus/ systémes
ou 4 criteres mais un seul dosage positif d’aPL
ou critéres 1, 2 et 3

ou criteres 1, 3, et 4 avec développement d’un troisiéme événement entre 1 semaine et 1

mois malgré le traitement anticoagulant.

L’atteinte rénale se traduit par une augmentation de plus de 50% de la créatinémie,

hypertension artérielle (HTA) sévere (> 180/100mmHg) et/ou protéinurie (>500mg/24h).
3.2 Epidémiologie

Une soixantaine de cas de SAPL catastrophique ont été rapportés dans la littérature dont
50 ont été récemment colligés par Asherson et al [125]. Le sexe ratio du SAPL catastrophique
est de 2 femmes pour 1 homme. C’est une pathologie du sujet jeune: ’age moyen de
survenue est de 38 ans. Le contexte pathologique était le plus souvent un SAPL primaire

(60% des cas) ou un lupus défini par 4 criteres ou plus dans la grille internationale.
3.3Anomalies biologiques

Une thrombopénie avec moins de 100 000 plaquettes par mm3 concerne la majorité des
malades. Une hémolyse immunologique est également fréquemment rencontrée. Un tiers des
patients a au moins un stigmate de coagulopathie de consommation intravasculaire
disséminée. La différence clinique essentielle est ’absence de saignement spontan¢ dans le
SAPL catastrophique. L’association d’un anticoagulant de type lupique et d’un anticorps
anticardiolipine, le plus souvent d’isotype IgG et a titre ¢€levé, est retrouvée dans la quasi

totalité des cas.
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3.4Physiopathologie

Dans le SAPL catastrophique, ¢’est la microthrombose non inflammatoire qui apparait
anatomiquement. Toutefois la continuité clinique, biologique et surtout anatomique entre
SAPL catastrophique, coagulopathie de consommation et microangiopathie thrombotique

implique un phénomene complexe, intriquant thrombose et l1ésion endothéliale.
B) Les acc spécifiques
1. La fréquence
1.1Des anticorps anti-facteur VIII et IX dans I’hémophilie acquise

L’hémophilie A (HA) acquise est une maladie auto-immune rare, due a la présence
d’un auto-anticorps dirigé contre le facteur VIII. Elle survient sans antécédents familiaux,
aussi bien chez ’homme que la femme. Sa fréquence est difficile a évaluer en raison du
caractere sporadique de la maladie et du petit nombre de patients incorporés dans les quelques
séries existantes. La fréquence de survenue des anticorps anti-FVIII est appréciée par deux
parametres : la prévalence (se référe au nombres de personnes ayant développé un inhibiteur
parmi les hémophiles traités observés a un instant donné) et I’incidence (le nombre de
nouveau cas d’inhibiteurs survenant chez les hémophiles trait¢ durant une période de
surveillance donnée que ces anticorps soient ou non persistants). L’incidence globale des
anticorps anti-FVIII dans I’HA est estimée a un a deux nouveaux cas par million d’habitants
et par an (1,48/million d’habitants/an en Grande Bretagne) [126]. Son incidence augmente
avec l'age (six million d’habitants/an entre 65 et 85 ans et plus de 15 million d’habitants
apres 85ans) et elle est exceptionnelle chez I’enfant (0,045/million d’habitants/an pour

I’enfant de moins de 16ans [127].

La prévalence est d’environ 1a 1,5 cas /million d’individus /an, qui augmente avec
I’age c’est une maladie grave, dont le taux de mortalité est classiquement rapporté entre § et
20% des cas. Elle touche le plus souvent les patients de plus de 60ans. Chez les sujets jeune,
cette pathologie touche plus volontiers les femmes dans un contexte de maladie auto-immune
ou surtout dans la période du postpartum (entre un et cinq mois aprés 1’accouchement) et le

plus souvent elle survient a I’issue de la premiere grossesse [128] L’incidence de I’hémophilie
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B acquise ne peut étre établie, celle-ci étant encore plus rare. En faite, I’apparition d’anticorps
anti-facteur IX est trés rare chez les patients hémophiles B, seulement 1,5 a 3% des patients
hémophiles B développent des inhibiteurs [ 129]. Chez les sujets sains, seulement quelques cas

d’inhibiteurs anti-facteur IX ont été décrits jusqu’a aujourd’hui dans la littérature [130].
Facteurs de risque d’apparition des inhibiteurs :

Il existe différents facteurs de risques d’apparition d’un inhibiteur. Ces facteurs de
risque peuvent étre en partie dépendants de I’hémophile et de ses caractéristiques génétiques.
Le risque de développer un inhibiteur est €également dépendant des modalités thérapeutiques.
Il est établi que I’appartenance a une famille dont un des membres a déja développé un
inhibiteur est un facteur de risque indépendant. De méme, I’ethnie est également un facteur de
risque : les populations non caucasiennes ont un risque plus important que les autres
notamment. Un des facteurs de risque génétiques le plus important est li¢ a la mutation
causale de ’hémophilie : les grandes dé¢létions, les mutations non-sens ou I'inversion de
I’intron 22 sont significativement associées a un risque accru de développement d’un

inhibiteur. Certains haplotypes HLA ont également été incriminés.

Enfin, certains polymorphismes du TNF alpha et de I’'IL 10 ont également été associés a

un risque plus élevé.

Les modalités de traitement peuvent également influencer le risque d’apparition d’un
inhibiteur. L’incidence des inhibiteurs serait plus élevée en cas de premiere administration
précoce de FVIIL. L’age a la premicre exposition serait donc crucial mais cette donnée est a
nuancer car elle n’a pas été confirmée lors de plusieurs études. Les modalités d’injections ont
¢té incriminées : en effet, la prophylaxie serait associée a un risque plus faible que
I’administration des traitements a la demande. L’injection de facteur pendant une chirurgie ou
un ¢pisode hémorragique grave pourrait €également favoriser le développement d’un

inhibiteur.

La diffusion sous cutanée du FVIII thérapeutique serait également associée a un risque
plus ¢élevé. Le type de traitement substitutif utilisé, recombinant ou plasmatiques, est sujet a

de nombreux débats. Actuellement, les données de la littérature ne permettent pas de statuer
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de manicre définitive sur le risque en fonction du type de produit. A I'inverse, certains
facteurs diminueraient le risque de développer un inhibiteur comme la prophylaxie réguliére

ou certains polymorphismes de la CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte associated protein-4).

Tableau XIX : Facteurs influencant le risque de développer un inhibiteur [131]

Facteurs augmentant le risque de développer un inhibiteur
Génotype FVIII Mutations non sens
Inversion intron 22
Large délétions
Antécédents familiaux | 1¥'degrés surtout
Facteurs d’inhibiteurs
génétiques
Ethnie Non caucasien
Génotype de certains genes | TNF alpha
IL10
Facteurs non Taitement a la demande
génétiques Modalités thérapeutiques Diffusion/injection sous cutanée de FVIII
Chirurgie
Age a la premicre injection
Traitement intensif pour hémorragie
majeure
Facteurs diminuant le risque de développer un inhibiteur
Facteurs Génotype de certains génes | CTLA-4
génétiques
Facteurs non | Modalités thérapeutiques | Prophylaxie reguliére
génétiques
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1.2Les anticorps anti-facteur XI
Des articles trouvés aucun n’énoncent I’ historique des anti-facteurs XI.
1.3 Les anticorps anti-facteur de von Willebrand

Contrairement a I’hémophilie acquise, un auto anticorps facteur de von Willebrand n’est
identifié que dans 16% des cas de syndrome de Willebrand acquis (AvWS) et, plus
particulierement, au cours des syndromes lymphoprolifératifs, des cancers et des maladies

immunes.

L’AvWS est une maladie hémorragique tres rare pour laquelle il est difficile d’établir
une prévalence exacte puisqu’elle n’est pas toujours recherchée ni correctement
diagnostiquée. Néanmoins, elle a été estimée a 0,04% de la population générale [132]. L’age
de survenue d’'un AvWS est en moyenne de 60ans [133] mais des cas ont été rapportés chez
I’enfant et chez I’adulte jeune. Cela s’explique par la diversité¢ des pathologies associées a
I’AvWS : certaines, comme les maladies auto-immunes, touchent également des personnes
jeunes. Le sex- ratio de la pathologie est équilibré : la plus grande cohorte de malades a
dénombré 98 hommes pour 88 femmes [133]. L’augmentation du nombre des cas publiés a

permis de montrer la diversité des pathologies reconnus comme étant responsable de I’AvWS.
1.4 Les anticorps anti-facteur V

L’incidence de I’anti-facteur V est difficile a déterminer en raison de probables cas
asymptomatiques non diagnostiqués. Une €étude australienne rapporte une incidence annuelle
d’environ 0,29 cas par million d’habitants tout anti-FV confondu [134]. Une étude chinoise
rapporte quant a elle une incidence annuelle de 0,09 cas par million d’habitant pour I’anti-FV
n’ayant pas pour origine un déficit constitutionnel ou une exposition a la thrombine bovine.

[135].
2. Circonstance de découverte

2.1 Les anticorps anti- facteur VIII et IX
Ces auto-anticorps se rencontrent dans différentes circonstances pathologiques (tableau

VI), mais il faut souligner que dans la majorité des cas aucune étiologie n’est retrouvée.
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Les anti-VIII peuvent se voir au cours de pathologies immunitaires, lupus polyarthrite
rhumatoide essentiellement, dermatologiques comme le pemphigus ou la dermite
herpétiforme, lors de néoplasies, de maladies hématologiques ou de désordres respiratoires, en
association avec un traitement par antibiotiques, sulfamides, phénytoine ou phénylbutazone
ou lors du post-partum. Enfin dans la moiti¢ des cas, I’apparition de cet inhibiteur reste
inexpliquée, qu’il s’agisse du premier signe d’une pathologie récurrente, ou d’un inhibiteur

qui reste isolé. Un bilan étiologique doit €tre systématiquement entrepris car le syndrome

hémorragique peut €tre le signe révélateur de 1’affection et non un signe d’accompagnement.

Tableau XX : Pathologies associées a la présence d’un auto-anticorps anti-facteur

VIII [136]

Maladies associées

Fréquences des associations avec un anti-VIII

Idiopathique

47 -52,3%

Auto-immun

Lupus

Polyarthrite rhumatoide
Syndrome de Gougerot-Sjogren

11,7-19,1%

Tumeur solide
Poumon, Prostate, Ovaire

Colon, Rein

1,5 -12,5%

Grossesse post partum

7,7 - 11,6%

Médicamenteux
Méthyl-dopa
Phénytoine

Pénicilline

2,9 -4,6%

Syndrome prolifératif
LLC
Lymphome

1,8 -3%
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Les étiologies de ’hémophilie B acquise sont multiples, plusieurs pathologies peuvent
étre associées a la présence des anticorps anti-IX. Environ la moitié des cas sont associés aux
maladies auto-immunes (lupus érythémateux systémique, polyarthrite thumatoide, syndrome
de Gougerot-Sjogren), aux hémopathies malignes, lymphomes et leucémies lymphoides, aux
cancers solides (poumon, colon, rein...) et dans certains cas, I’hémophilie acquise peut étre
secondaire a la grossesse. L’ hémophilie acquise peut aussi €tre liées, mais rarement, a la prise
de certains médicaments tels que la pénicilline, la méthyldopa et la phénytoine. Mais, dans la
moitié des cas, la présence de ces anticorps est idiopathique.

2.2 Les anticorps anti- facteur XI

Les inhibiteurs anti-facteur XI ont été décrits chez des patients déficitaires apres
perfusions répétées de plasma frais congelé contenant le facteur XI [137, 138]. Mais ces
inhibiteurs acquis anti-facteurs XI ont été rapporté, le plus souvent au cours de maladies auto-
immunes (lupus en particulier) [139], mais aussi au cours d’affection diverses comme des
néoplasies (cancer pulmonaire, adénocarcinome de la prostate, des hémopathies malignes
(leucémie lymphoide chronique, macroglobulinémie de waldenstrom) des cardiopathies, des
hépatopathies, des affections dermatologiques (psoriasis ou des infections virales). Ces
inhibiteurs peuvent également apparaitre aprés antibiothérapie, un traitement a la
chlorpromazine ou procainamide.

2.3 Les anticorps anti-facteur von Willebrand

Les pathologies responsables du AvWS sont variées allant des syndromes
lymphoprolifératifs aux maladies auto-immunes. Les mécanismes physiopathologiques mis en
jeu dépendent de ces maladies causales.

Un anticorps anti-facteur von Willebrand (vVWF) est retrouvé préférentiellement lors de
proliférations lymphoides alors que la destruction mécanique des multiméetres de haut poids

moléculaire (HPM) est observée d’avantage lors de problemes cardiaques.
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Tableau XXI : Pathologies associées a la présence d’un anticorps anti-facteur von

Willebrand [140]

Maladies associées Fréquences des associations avec un
anti-VIII
Syndromes myéloprolifératifs 50%
MGUSMy¢élomes multiples 23%
Maladie de Waldenstrom 9%

leucémie lymphoide chronique

Valvulopathies cardiaques Sténose aortique |21%

cardiomyopathies hypertrophique

Maladie auto-immune 2-6%

Idiopathiquenéoplasie 2-4%
I’hypothyroidisme
médicamenteux (antibiotiques, antifongiques,

acide valproique)

2.4 Les anticorps anti-facteur V

Knobl et al. [141] ont proposé une classification en cinq sous-groupes en individualisant
les anti-facteurs V secondaires a ['utilisation de colles biologiques, a la chirurgie sans
utilisation de colles biologiques, associés a des affections diverses, survenant chez des sujets

présentant un déficit congénital et enfin idiopathiques.

o4 l’apparition des anticorps liée a la contamination des préparations de thrombine
bovine par du facteur V bovin responsable d’une xéno-immunisation. Ces anticorps anti-

facteur V bovin ont une activité anti-facteur V humain et surviennent surtout lors de
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I’utilisation de quantités importantes ou répétées de colles biologiques [142-143]. Ces colles
sont actuellement retirées du marché francais,

e 3 la survenue postopératoire (souvent cardiovasculaire ou digestive) sans qu’il y ait eu
utilisation de colles biologiques d’origine bovine. Il s’agit de la condition la plus
fréquemment rapportée dans la littérature, (33% de I’anti-FV spontan¢) [141],

e cst associée sans qu’un lien de causalité soit clairement établi. L’association a des
néoplasies, notamment des lymphomes non hodgkiniens, a des gammapathies monoclonales
sont décrites. Un contexte de maladie auto-immune est retrouvé dans 6,7% des cas. Un cas a
¢té rapport¢ au cours d’un syndrome de Gougerot-Sjogren [144] mais le patient était
¢galement porteur d’une polyarthrite rthumatoide et des cas isolés associés a la maladie
coeliauque, la maladie de Crohm, la thyroidite de Hashimoto et la pemphigoide bulleuse. Ces
anticorps ont été décris également chez des patients ayant une infection par le VIH [145]. On
retient €¢galement un lien possible avec des traitements par aminosides ou béta-lactamines

e comprend les cas exceptionnels d’anti-FV apparus chez des patients ayant un déficit
constitutionnel en FV apres transfusion de plasma frais congelé.

e Regroupe les cas idiopathiques (28%) de I’anti-FV spontanés. Ce groupe aurait un
pronostic plus sombre du fait de la persistance prolongée de I’antifacteur V, habituellement

transitoire dans les autres cas, et de manifestation hémorragique plus fréquente.
3. Criteres de diagnostics positifs
3.1 Les anticorps anti-facteur VIII et IX

a) Les anticorps anti-facteur VIII

Il dépend exclusivement du laboratoire. C’est la seule caractéristique de 1’affection a
étre bien connue et pour laquelle il existe une démarche standardisée [146,147]. Les criteres
diagnostiques retenus sont : un taux de F VIII < 30% et un titre d’anticorps > 1 Bethesda
[148]. Au laboratoire, le diagnostic biologique d’un anticorps anti-FVIII est en général basé

sur la mise en évidence de son effet inhibiteur sur les fonctions procoagulantes du FVIIL
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e Les tests de dépistage

Le premier test a réaliser est le TCA. Ce test sera naturellement allongé chez un
hémophile A. En revanche, un TCA allongé chez une personne ayant toujours eu un TCA
normal (et d’autant plus qu’il existe une symptomatologie hémorragique acquise), en dehors
de tout traitement anticoagulant, devra faire évoquer de principe le diagnostic d’une

hémophilie A acquise.

En effet il est peu probable qu’une héparinothérapie puisse modifier le TCK mais la
situation peut €tre observée en cas de contamination par I’héparine lors du prélevement.
L’allongement du test peut alors rendre faussement positif le dépistage d’un anticoagulant
circulant. Une mesure du temps de thrombine doit donc toujours étre pratiquée pour
I’¢éliminer. Par ailleurs, compte tenu de la cinétique des auto-anticorps, le dépistage doit étre

sensibilisé en incubant le plasma du patient 2 heures a 37°C.

e Les diagnostics différentiels biologiques de I’hémophilie acquise

La situation clinique peut aider a leur différenciation. Les anticoagulants circulants de
type lupus anticoagulant (LA) sont des auto-anticorps dirigés contre les phospholipides. Cette
caractéristique permet leur mise en évidence par des tests d’explorations de la coagulation
riches en phospholipides mais 1ils sont associés cliniquement a des manifestations
thrombotiques et non hémorragiques. Les déficits réels en facteurs comme I’hémophile A sont
des maladies congénitales au support génétique. Par ailleurs, pour exclure la présence d’un
LA, il est essentiel de doser les facteurs de coagulation exploré par le TCA apres plusieurs
dilutions du plasma du malade. En présence d’un anti-FVIII le taux du facteur VIII reste bas
quelle soit la dilution du plasma du malade. En présence d’un LA puissant il peut arriver que
le taux de facteur VIII reste bas (1-2%) malgré un dosage a forte dilution (1/40 ou 1/80). 1l se
pose alors la question d’une rare association LA + anti-facteur VIII. Le dosage du facteur VIII
par une technique chromogene, insensible au LA, permet de lever le doute : un taux normal
du facteur VIII par cette technique permet naturellement d’exclure la présence d’un anti-

facteur.
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e Le test du mélange

C’est un test simple, disponible dans tous les laboratoires permettant de donner une
orientation sur I’étiologie de 1’allongement du TCA. La présence de I’inhibiteur, est mise en
¢vidence par le test du mélange volume a volume du plasma du patient et d’un plasma
témoin. La notion de « correction » du TCA du mélange est évaluée de maniére objective par

I’indice de Rosner dont la formule est la suivante :
IR= [(temps du mélange —temps du témoin) / temps malade]x 100
(Tous les temps sont exprimés en secondes)
IR<12, il y a correction
12 <IR < 15=résultat douteux, réitérer la mesure apres incubation du mélange 2 heures
a37°C.
IR>15, il n’y a pas de correction. L absence de correction du TCA apres addition d’un

plasma témoin est en faveur d’un ACC.

NB : Une incubation 2h a 37°C est nécessaire (I’effet ACC est plus net apres

incubation, du fait d’une activité inhibitrice progressive).
o Le titrage de I’auto-anticorps par la méthode de Bethesda

On effectue un mélange 1 :1 du plasma du patient avec un pool de plasma normal
(utilisée comme source de FVIII) et un autre mélange 1 :1 du pool normal avec un tampon
imidazole est utilis¢é comme référence. Une ¢étape de chauffage de 90 minutes a 58°C du
plasma du patient est réalisé¢ avant le test afin d’inactiver le FVIII résiduel du plasma du
patient (le FVIII est thermolabile alors que les anticorps anti-FVIII ne le sont pas) et ainsi
éviter au maximum les faux négatifs. Ces mélanges sont ensuite incubés 2heures a 37° C afin
de faciliter la liaison des anticorps au FVIIL. Un dosage du FVIllc est réalisé sur ces

mélanges. Le taux de FVIII résiduel est alors exprimé selon la formule suivante :
FVIII résiduel = (FVIII mélange patient- tampon/FVIII mélange contrdle) x 100.

On obtient ainsi le taux de facteur VIII corrigé.
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Ce taux de facteur VIII corrigé est proche de 100% quand il n’y a pas d’anti-FVIII mais
lorsqu’il est < 75% soit 0,4 UB il est en faveur de la présence d’un anti-VIII qu’il faut ensuite

titrer.
En cas de FVIII résiduel < 25%, des pré-dilutions supplémentaires sont nécessaires.
e Titrage de I’inhibiteur :

Le titre de I'inhibiteur est exprimé en unit¢ Bethesda (UB), 1UB correspond a la
quantit¢ d’AC anti-VIII capable d’inhiber 50% du FVIII contenu dans ImL de plasma. Ce
titrage est calculé a I’aide d’une courbe en reportant la valeur du FVIII résiduel, en tenant

compte de la pré-dilution.
On distingue ainsi :
0 UB = absence d’anticorps,
0,6 — 5 UB = taux faible (seuil de positivité actuellement admis est de 0,6 UB/ml),
5 — 10 UB = taux modéré,
>10 UB= taux fort.

Les anticorps sont classés en faibles répondeurs ou forts répondeurs selon que leur titre

est inférieur ou supérieure a 5 UB/mL
Deux points doivent étre soulignés :

-compte tenu de la difficulté de le réaliser et du temps requis pour faire le dosage, le

titrage n’est pas compatible avec 1’urgence ;

-le titre d’anticorps n’est pas corrélé au risque hémorragique. Il est en revanche

important pour le suivi de I’efficacité du traitement.

Dans les années 1990, en raison d’une recherche plus intensive des inhibiteurs liée au
développement des FVIII recombinants, une optimisation de la méthode Bethesda a été
apporté : il s’agit de la méthode Nijmegen, décrite en 1995 [149]. Cette méthode modifie la

méthode Bethesda afin d’en améliorer la sensibilité et la spécificité. Les principales
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modifications sont les suivantes : le pH du plasma normal est tamponné a 7,4 et le tampon
imidazole du mélange controle est remplacé par du plasma déficient en FVIII (Figure 15). Les
mélanges sont ensuite incubés 2h a 37°C puis un dosage du FVIII est ensuite réalisé. De la

méme manicre que pour la technique Bethesda, I’inhibiteur est titré selon la pré-dilution et le
taux de FVIII résiduel.

La méthode Nijmegen est actuellement considérée comme la méthode de référence par
le sous comité scientifique FVIII/FIX de [I’International society on thrombosis and

haemostasis [150]. Des recommandations pratiques sont fournies dans le Tableau XXII.

Test BETHESDA Test NUMEGEN

I = 1 i ——
F -_— =
j Tampan Plasma normal f Hawma 'y
Plysma nedrnal imedarole : Lampng | deficen ;
'..|Iju1 ® :I'.I.|l_,' pH A I._ en Pyl _,,'

' R
Melange 1:1 e Metange 1:1 —
L BN L v ¥

v
el larie Sl Wislrge fest

Incubation 2h & 37T°C ‘ incubation 2h & 37°C

| |

Mesure de I"sctivité FVill Masure de 'activité Fyill
Caleul de Factivité inhibitrice (BL/mL) Calcul de Factivité inhibitrice {BU/mL)

Figure 15. Méthodes de détection et de titrage des anticorps anti-FVIII par les méthodes
Bethesda et Nijmegen [151].

Les capacités inhibitrices des anticorps anti-FVIII sont évaluées en dosant ’activité
FVIII coagulante du mélange d’un plasma du patient avec un plasma normal. Les principales
différences entre la méthode Bethesda et la méthode Nijmegen consistent en I’utilisation d’un
plasma normal tamponné a pH 7,4 et d’un plasma déficient en FVII dans la méthode

Nijmegen.
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Tableau XXII : Recommandations pratiques pour la recherche d’inhibiteurs anti-

FVIII [151]

Inactivation du FVIII résiduel par la chaleur au bain marie : 58°C-90 minutes

Débuter avec du plasma non dilué, si une pré-dilution est nécessaire (FVIII résiduel <
25%), diluer avec du plasma déficient en FVIIL. Choisir la plus basse pré-dilution

procurant un FVIII résiduel entre 25 et 50%.

Utiliser un plasma déficient en FVIII contenant du facteur von Willebrand comme plasma

contrdle

Utiliser un plasma normal tamponné a 7,4 en imidazole contenant une activit¢ FVIII

proche de 100%

Incuber 2h a 37°C au bain-marie avant le dosage de FVIII

Autres méthodes de détection

Il existe d’autres techniques disponibles afin d’étudier la réponse humorale anti-FVIII.
Ces techniques, parfois complexes, sont généralement disponibles dans de rares laboratoires
de recherches. Elles permettent de mieux comprendre la physiopathologie de cette réponse
humorale et de précisément caractériser les Acs anti-FVIII :

e La technique ELISA : qui est une technique largement répandue dans de nombreux
laboratoires. Certains kits de dosages ont ét¢ développés afin de détecter les Acs anti-FVIII
[152]. Cette méthode possede une bonne sensibilité et spécificité ainsi qu’une bonne valeur
prédictive négative. Elle est néanmoins difficilement applicable en routine dans les
laboratoires en raison de sa consommation relativement élevée en plasma.

Elle n’appartient pas, a ce jour, aux recommandations pour la recherche d’anti-FVIII
mais il existe des €tudes cliniques en cours visant a évaluer son intérét en pratique clinique.
De plus, la technique ELISA n’apporte que peu d’information supplémentaire car elle ne

permet pas de caractériser de maniere fine les épitopes reconnus par les Acs anti-FVIII.
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e Les techniques d’immuno-empreinte ou d’immuno-précipitation ont permis les
premicres études sur la spécificité épitopique des Acs anti-VIII [153]. L’utilisation de
fragments de FVIII générés suite aux clivages par la thrombine ou I’utilisation de fragments
recombinants des différents domaines du FVIII ont permis de cartographier de manicre
précise des épitopes reconnus par les Acs anti-FVIII [154]. Cependant, ces techniques ne
permettent pas d’identifier des épitopes conformationnels (ou discontinus), représentant 90%
des épitopes reconnus par les Acs. Elles possédent également certaines limites quant a la
résolution de I’analyse épitopique en raison de I’absence de dissociation de la chaine Iégere.

eLa technique Spot a ¢t¢ développée dans les années 1990. Elle est basée sur
I’utilisation d’une membrane de cellulose sur laquelle est fixée un grand nombre de peptides,
généralement synthétisés a partir de la s€quence peptidique de la protéine d’intérét [155].

¢ La technique de phage display consiste a faire exprimer par des phages des peptides
aléatoires. Cette technique est trés performante pour identifier d’éventuels épitopes
conformationnels [156].

e La technique Luminex est également utilisée afin de rechercher et de caractériser les
Acs anti-FVIII [157]. Cette technique présente I’avantage d’étre rapide (<2h), sa faible
consommation de plasma (<100uL), ses capacités de multiplexage. Elle est donc
particuliérement adaptée a la recherche et a la caractérisation des Acs anti-FVIII.

b) Les anticorps anti-facteur IX

Le diagnostic de I’hémophilie B acquise est établi au laboratoire devant un allongement
isolé et inexpliqué du temps de céphaline activateur (TCA). A noter que le diagnostic de
I’hémophilie B acquise chez un enfant est une entité¢ tellement rare qu’elle peut parfois passer
inapercue. C’est pour cette raison qu’une exploration approfondie par un spécialiste est
nécessaire pour diagnostiquer rapidement cette pathologie et ne pas passer a coté de cette

entité.

Le diagnostic se fait en plusieurs étapes ; lors d’un allongement isolé du TCA, une
épreuve de correction du TCA, utilisant un mélange volume a volume du plasma malade avec
un plasma témoin, est réalisée. L’absence de correction immédiate du TCA du mélange avec

un indice de Rosner supérieur a 15 fait suspecter un anticoagulant circulant. En fait, la durée
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de chauffage du mélange permet de mettre en évidence des inhibiteurs anticoagulants, méme
de titre faible, car I’activité de cet anticorps est progressive, dépendante du temps et de la
température. Ainsi aprés deux heures a 37°C, l'activit¢ de I’inhibiteur est maximale. La
diminution isolée du facteur IX coagulant associée a un indice de Rosner positif doit faire
suspecter un anti-IX. Le diagnostic est confirmé par la recherche d’inhibiteur anti-IX et son
titrage par la méthode Bethesda. Ce test consiste a mesurer la quantité de facteur IX résiduel
apres deux heures d’incubation a 37°C d’un plasma normal de référence avec différentes

dilutions du plasma du malade.
3.2 Les anticorps anti-facteur XI

Les tests explorant la voie endogene de la coagulation sont allongés : le temps de
céphaline avec activateur (TCA) et le temps de céphaline kaolin (TCK). Le taux de
prothrombine et le temps de thrombine sont normaux. L’allongement du TCA n’est pas
corrigé par I’apport d’un plasma témoin. L’activité du facteur XI est diminuée et peut €tre
indétectable (< 1%). La recherche d’un inhibiteur anti-facteur XI s’effectue aprés chauffage
du plasma malade a 56°C, 30 min, afin de libérer I’anticorps du complexe facteur XlI-anti-
facteur XI , puis incubation pendant 2h a 37°C d’un mélange plasma malade-plasma témoin et

dosage du facteur XI résiduel.

Le titrage de I’anti-facteur XI se fait en ajoutant au plasma témoin différentes dilutions
du plasma malade (du 2 au 1/128). Le dosage du facteur XI résiduel est fait sur un point de
chaque dilution. Le taux de I’anticorps anti-facteur XI est calculé d’apres le pourcentage de
facteur XI résiduel dans le mélange en unités Bethesda, sachant que 50% de facteur XI
résiduel correspondant a lunité¢ Bethesda/ml. L’action de I’inhibiteur est le plus souvent
rapide et I’allongement du TCA en présence de I’anticorps apparait de facon quasi
instantanéeaussi bien sur le plasma malade que sur le mélange plasma malade- plasma
témoin. Ces anticorps peuvent €tre associés a la diminution d’autres facteurs de la voie
endogene : le facteur XII, prékallicréine, KHPM, voire le Facteur VIII coagulant et facteur

IX, ou étre associ¢ a un lupus anticoagulant [158].
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Lors de la réalisation des dilutions plasmatiques, des tests de mesures permettent
d’atténuer ’effet de I’inhibiteur et d’obtenir des valeurs normales. Si, en dépit de ces
précautions, le déficit en facteur XII persiste, il convient de s’assurer de 1’absence d’inhibiteur
spécifique anti-facteur XII (des associations d’inhibiteurs dirigés a la fois contre le facteur XI
et le facteur XII ont €té rapportées) et d’évoquer alors une réaction croisée entre I’anti-facteur

Xl et le facteur XII in vitro.
3.3 Les anticorps anti-facteurs von Willebrand

Le diagnostic d’AvWS se réalise en deux étapes: la premi€re phase constitue le
diagnostic positif de vWD (dosage du vWF : RCO, du vWF :Ag, du FVIII :C, étude de la
distribution des multimetres) , la seconde s’attache a prouver le caractére acquis du déficit et a

préciser son phénotype.

L’anamnese du patient est une étape essentielle dans le diagnostic d’AvWS. Elle permet
de suspecter le caractere acquis de la maladie si I’histoire personnelle et familiale du malade
ne montre aucun probléme hémorragique particulier. Néanmoins, un AvWS peut évoluer a
bas bruit pendant plusieurs années. Actuellement, il n’existe pas de test diagnostique sensible

et spécifique pour ’AvWS. Les critéres minimums définis par le registre international sont
[159] :

- la mise en évidence du caractére acquis des saignements ;
- la diminution du vWF : RCO ;
3.4 Les anticorps anti-facteur V’

La présence d’un anti-FV se traduit par des tests classiques de coagulation perturbés. En
présence d’un anti-FV, le TP est diminué et le TCA est allongé. Les dosages des facteurs de la
voie extrinseque (II, V, X) sont alors effectués et vont révéler un abaissement du FV.Le
facteur VIII doit étre également dosé pour rechercher un possible déficit combiné V et VIIIL.
S’il est €levé, il pourra au contraire faire évoquer un désordre hépatique. Il est également
intéressant de doser le fibrinogéne et de rechercher des D-dimeres pour €liminer une CIVD.

Le dépistage d’un inhibiteur neutralisant peut se faire par plusieurs méthodes dont:
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-le calcul de l’indice de Rosner en mesurant le TCA d’un mélange (1:1) plasma
malade/plasma témoin incubé deux heures a 37°C. Un indice de Rosner supérieur a 15

évoquera la présence d’un inhibiteur.

-par la méthode des dilutions successives. Le plasma du malade étant dilu¢ en tampon
Owren-Koller I’ inhibiteur est €¢galement dilué et en multipliant la dilution par le % de
FV quantifié, on doit observer une augmentation du FV. Un témoin normal est traité

de la méme maniére et doit donner un taux stable de FV.

-la méthode Bethesda qui est la méthode de référence. Le plasma du malade est
meélangé a volume €gal avec un plasma témoin et apres incubation a 37°C, I’activité
du FV résiduel dans le mélange est comparée a celle d’'un mélange réalisé en

parallele avec le plasma témoin et du tampon Owren-Koller a pH 7,35.

Généralement, contrairement aux inhibiteurs anti-FVIII, les anti-FV inactivent
complétement le FV du témoin en moins de 15minutes. Quelques observations ont tout de
méme rapporté une inhibition dépendante du temps (Jusqu’a deux heures) mais avec
cependant une activité¢ inhibitrice mise en évidence dés le temps 0 du mélange [160]. Pour
pallier le manque de spécificité et de sensibilité de la méthode Bethesda pour les anticorps
faibles, des variations ont ét¢ décrites. Ainsi, la méthode Nijgemen a été introduite en 1995
[161] des modifications comportent, d’une part, le pH qui est maintenu a 7,4 pour éviter une
consommation de facteur pendant I’incubation et, d’autre part, I'utilisation d’un plasma
déficient en facteur a la place du tampon pour le contrdle. Les anticorps non neutralisants
n’ont pas d’activité inhibitrice sur les propriétés pro-coagulantes du FV, ils ne sont pas
détectés par la méthode Bethesda ou dérivées. Ils peuvent par exemple €tre dirigés contre les
épitopes non fonctionnels (Al, C1 ET B) et ainsi réduire la stabilité du FV ou former des
complexes immuns avec les molécules de FV et augmenter ainsi sa clairance. On observe

alors une diminution du FV sans qu’il soit possible de titrer I’anticorps.
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VI. EVOLUTION DE LA STRATEGIE DIAGNOSTIC DES ACC

Apres la profusion des tests proposés pour la détection des lupus anticoagulant, la

démarche diagnostique actuellement recommandée en 2011 a été simplifice [ 162-163] :

>

L’¢étape pré-analytique doit garantir un prélevement de qualité, évitant une
activation plaquettaire, et élimmnant au maximum les plaquettes par double
centrifugation. Il faut s’assurer de I’absence d’héparine dans le prélevement
(temps de thrombine au besoin).

Le pool plasma doit étre irréprochable, au moins 20 donneurs sains, parfaitement
déplaquetté, taux de facteur VIII trés proche de 100%. Des plasmas commerciaux
spécialement dédiés a ces tests sont disponibles.

Il est recommandé d’associer deux tests commerciaux, le dRVVT en premier lieu
car le plus spécifique et un TCA avec un réactif reconnu sensible. Cette
combinaison assure actuellement le meilleur équilibre sensibilité-spécificité.

La confirmation de la nature phospholipidique d’un inhibiteur est réalisée par un
test riche en phospholipide : dARVVT de confirmation, ou Staclot LA.

Le temps de Quick doit étre réalis€ notamment pour vérifier que le malade n’est
pas sous anti-vitamines K. Il est recommandé de ne pas faire de recherche de LA

tant que I’INR est supérieur a 1,5.

93



Diagnostic biologique des anticoagulants circulants

VII. PERSPECTIVES DANS LE DIAGNOSTIC DES ACC

Un des points important du diagnostic des anticoagulants circulant, et qui n’est pas
encore résolu, est I’établissement de la sensibilité relative des différents tests, étant donné que
la réponse dépend a la fois du plasma a étudier et du réactif a utiliser. C’est pour cette raison
qu’il n’y a aucun standard anticoagulant de type lupique, pas d’unité pour I’exprimer, ni de

technique pour le titrer, puisque le titre dépend du test employé.

Il y a eu quelques tentatives pour standardiser les tests de dépistage de 1’anticoagulant
de type lupique avec un systeme log-log semblable a celui utilis€ pour calibrer les
thromboplastines. Des plasmas de malades avec du plasma normal ont été utilisés pour éviter
I’influence de déficits en facteurs de coagulation. Les problemes posés par cette méthodologie
sont d’abord I’ établissement d’une méthode de référence et qu’elle soit limitée a comparer des
techniques évaluant les mémes voies d’activation. Schjetlein et al ont réalis€¢ une étude
intéressante dans ce sens, en utilisant le « rapport-lupus » d’une population normale, en
assignant au seuil supérieure normal de ce rapport la valeur d’une unité anticoagulant de type

lupique.

On peut de cette fagon réaliser des dilutions d’un plasma contenant un anticoagulant de
type lupique puissant avec du plasma normal et obtenir une courbe de calibration logit-log
pour quantifier les anticoagulants de type lupique. Il serait nécessaire de disposer d’avantage
de résultats car la quantification des anticoagulants de type lupique serait sans doute

importante pour I’étude de leur signification clinique et biologique.

Le probléme majeur concerne la grande variation entre les laboratoires et les difficultés
dans le diagnostic de I’anticoagulant de type lupique. Plusieurs études ont été réalisé
récemment dans le cadre du sous-comité « lupus anticoagulant and phospholipid dependent
antibodies » de I’International Society on thrombosis and haemostasis ou des échantillons, des
réactifs, et un long questionnaire ont ét€¢ envoy¢ a des laboratoires de référence dans différents
pays de fagon a avoir une idée sur le diagnostic de I’anticoagulant de type lupique dans le

monde et pouvoir évaluer certains aspects méthodologiques importants.
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Depuis quelques années se développent des ateliers de formation qui favorisent les
échanges scientifiques. Le premier a eu lieu a Sirmione (Italie) en 1990, puis a San Antonio
(Texas, Etats-Unis) en 1992, le dernier est celui qui a eu lieu a Buenos Aires en 1995. Ces

activités devront continuer pour essayer de résoudre les différents problémes qui se posent

dans ce domaine.
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VIII. QUESTIONS DEMEUREES EN SUSPENS
De nombreuses questions se posent encore tels que :
¢ La recherche des anti- B2GP1 peut-elle remplacer les aCL ?

Les anti- B2GP1 constituent la cible antigénique la plus importante des aPL et sont plus

fortement associées que les aCL aux manifestations thrombotiques et obstétricales du SAPL.

eLes aPL non conventionnels, surtout les aPE, sont-ils éligibles comme critére du

diagnostic biologique du SAPL ?

En effet de nombreux auteurs soulignent I’importance de la recherche des aPE dans un

SAPL clinique parlant en I’absence du LA, aCL et anti-B2GP1 [164-165].
¢ Quels isotypes rechercher au cours du SAPL ?

L’isotype IgG est le plus fréquent pour les aCL et les anti-B2GP 1 mais il faut rechercher
I’isotope IgM chez des patients a risque lorsque les IgG anti-B2GP1 sont absents. De plus, la
recherche de ces deux isotypes améliore la sensibilité et la spécificité des anti-B2GP1 pour le

diagnostic du SAPL. L’ intérét de la recherche des IgA anti-B2GP1 reste a démontrer.

¢ ’interférence des nouveaux anticoagulants anti-Xa ou anti-Ila directs sur la recherche

des lupus anticoagulant n’est pas établie.
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Les anticoagulants circulants sont facilement dépistés et diagnostiqués quand ils sont
puissants entrainant un net allongement du TCA, mais les résultats des tests réalisés a la
recherche des ACC faibles sont souvent discordants. Le respect strict des procédures pré-

analytiques est impératif.

Les anticorps aPL sont repartis en deux catégories, ceux mis en évidence par des tests
de coagulations (LA) dont la démarche diagnostique suit un protocole bien précis mis a jour
en 2009 par I'ISTH et d’autres détectés par méthodes immunoenzymatiques (aCL et anti-
B2GP1) souffrant encore de problémes de standardisation et de variabilit¢ inter
laboratoires.Une meilleure connaissance des cibles antigéniques des aPLs a considérablement
fait progresser la stratégie de détection de ces anticorps. Une certaine expertise est toutefois
requise de la part des biologistes et un suivi des recommandations qui évoluent au rythme des

workshops internationaux régulicrement organisés.

\

L’apparition des auto-anticorps est rare mais est associée a un risque vital non
négligeable. Un diagnostic rapide et relativement sur de ces anticorps doit étre disponible
dans les laboratoires de biologie médicale. Malgré une certaine standardisation des méthodes
mise en place il existe une importante variabilité des méthodes. D’autres mesures sont encore
nécessaires afin de réduire cette variabilité. Au sein des laboratoires le respect strict des
procédures pré-analytiques est impératif. En 1'absence de gold standard du fait de la diversité
des ACC les seuils d'alarme des tests de dépistage doivent étre précisé et variant ainsi suvant
le mode de détection et suivant les laboratoires. Idéalement chaque laboratoire doit ainsi
déterminer son seuil d'alarme pour chaque couple machine-test selon les recommandations

des comités internationaux.
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RESUME

Titre : Diagnostic biologique des anticoagulants circulants
Mots clés : Anticoagulants circulants, Antiphospholipides, Antifacteurs
Auteur : NDJEMBI MPOLO Franchesca Caresse

Les anticoagulants circulants sont des inhibiteurs acquis de la coagulation. Leur
recherche permet de préciser I’origine d’une augmentation isolée des tests de coagulation

dont le Temps de céphaline avec activateur et le Temps de Quick.

Les anticoagulants circulants sont de nature immunologique et sont dirigés contre un
facteur de coagulation ou contre une phase de la coagulation.Les anticorps
« antiphospholipides » désignent une large famille hétérogene d’auto ou d’allo-anticorps. Ils
inhibent une phase de la coagulation et sont détectés par des techniques de coagulation, dont
les lupus anticoagulants et pour d’autres par des méthodes immunologiques, de type Elisa, les
anticardiolipines et les anti-beta2-glycoprotéines notamment.La présence de ces anticorps
peut étre associ€¢ a des manifestations thrombotiques et ou obstétricales définissant le
syndrome des antiphospholipides.Ces derniers se caractérisent par leur capacité a allonger les

tests de coagulation dépendant de phospholipides.

Les inhibiteurs spécifiques d’un facteur de la coagulation sont des anticorps dirigés
contre n’importe lequel des facteurs de coagulation, ils apparaissent spontanément en dehors
de tout déficit constitutionnel. Ils sont peu fréquents et les inhibiteurs des facteurs VIII, IX

seront plus fréquemment retrouvés.

Le diagnostic des ACC est basé sur les données des tests biologiques habituellement
réalisés au laboratoire et ne sont pas toujours faciles a interpréter d’ou la définition des
critetres diagnostiques des ACC par le sous-comité¢ « lupus anticoagulant/anticorps
antiphospholipides ».Les tests immunologiques parallélement aux tests de coagulation sont
indispensables permettant la mise en évidence de la spécificité de I’anticorps, en utilisant un

antigéne bien défini.

Malgré une certaine standardisation des méthodes il existe une importante variabilit¢ de

celle ci.
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SUMMARY

Title :Biological diagnosis of the circulating anticoagulants
Keywords: Circulating anticoagulants, Antiphospholipides, Antifactors
Author: NDJEMBI MPOLO Franchesca Caresse

The circulating anticoagulants are acquired inhibitors of coagulation. Their research
makes it possible to specify the origin of an increase isolated from the tests of coagulation of

which the cephalin Time with activator and the Time of Quick.

The circulating anticoagulants are of immunologic al nature and are directed against a
factor of coagulation or a phase of coagulation. The antibodies ‘“Antiphospholipides”
designate a broad heterogeneous family of auto orallo-antibody. They inhibit a phase of
coagulation and are detected by techniques of coagulation, of which the lupus anticoagulants
and for others by immunological methods, of type Elisa, anticardiolipines and the antionesin
particular. The presence of these antibodies can be associated with thromboticand or obstetric

demonstrations defining the syndrome with the Antiphospholipides.

The latter are characterized by their capacity to lengthen the tests ofcoagulation

depending on phospholipids.

The specific inhibitors of a factor of coagulation are antibodies directed against any of
the factors of coagulation, they appear spontaneously apart from any constitutional
deficit. Theyare not very frequent and the inhibitors of factors VIII, IX will be more frequently

found.

The diagnosis of the ACC is based on the data of the biological tests usually carried out
at the laboratory and are not always easy to interpret from where the definition of the
diagnostic criteria of the ACC by the subcommittee “lupus anticoagulant/antibody
Antiphospholipides”.

The immunological tests parallel to the tests of coagulation are essential allowing the
description of the specificity of the antibody, by using a well-defined antigen. In spite of a

certain standardization of the methods there exists an important variability of that.
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