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Quelle place pour la recherche des anticorps antiphosphatidyléthanolamine dans la suspicion du syndrome des antiphospholipides séronégatif ?
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Propos : Le syndrome des antiphospholipides (SAPL) est un syndrome clinicobiologique associant une atteinte vasculaire et la persistance d'anticorps antiphospholipides (aPL).

Les patients avec des manifestations cliniques évocatrices de SAPL mais sans aPL sont considérés comme ''SAPL séronégatif'' (SNAPS). Le but de cette étude était d'évaluer l'intérêt de la recherche d'anticorps antiphosphatidyléthanolamine (aPE) chez les patients ayant une suspicion de SNAPS. Methods: This retrospective study was conducted in patients with SNAPS suspicion.

Méthodes

A home-made enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was used to search for aPE. The results of this home-made method were compared with those from a global screening ELISA.

Results: Two hundred twenty-eight patients with SNAPS suspicion were included.

Among them, 58.3% had a thrombotic event. Cependant, le diagnostic ne peut être établi malgré la présence de symptômes cliniques évocateurs en l'absence d'un des critères biologiques. Lorsque le tableau clinique est évocateur, il est conseillé de répéter la recherche d'anticorps à distance de l'évènement du fait de la possible apparition tardive des anticorps [START_REF] Cervera | Does seronegative antiphospholipid syndrome really exist?[END_REF]. Il a été montré que, malgré l'ajout dans les critères biologiques du SAPL de la classification de Sydney, des anticorps (Ac) anti-β-2-glycoprotéine I, un faible nombre de patients présente des manifestations vasculaires associées à la présence d'aPL non conventionnels. Les patients porteurs de ces aPL, non retenus dans la classification de Sydney, sont considérés comme « SAPL séronégatif » (SNAPS) [START_REF] Nayfe | Seronegative antiphospholipid syndrome[END_REF]. Il s'agit malheureusement d'un groupe de patients qui est potentiellement sous diagnostiqué et donc probablement sous-traité ; ce qui les exposent à un risque de récidive important. Ainsi, plusieurs auteurs plaident pour l'extension du dépistage, dans ces cas difficiles, à d'autres anticorps comme les anti-annexine V, anti-prothrombine, anti phosphatidylsérine et les antiphosphatidyléthanolamine (aPE) [START_REF] Bertolaccini | Non-criteria" aPL tests: report of a task force and preconference workshop at the 13th International Congress on Antiphospholipid Antibodies[END_REF].

Parmi ces anticorps, les aPE sont associés à des évènements obstétricaux [START_REF] Sugi | Antiphosphatidylethanolamine antibodies in recurrent early pregnancy loss and mid-to-late pregnancy loss[END_REF][START_REF] Obayashi | Antiphosphatidylethanolamine antibodies might not be an independent risk factor for further miscarriage in patients suffering recurrent pregnancy loss[END_REF] et thrombotiques [START_REF] Sanmarco | Antiphosphatidylethanolamine antibodies are associated with an increased odds ratio for thrombosis. A multicenter study with the participation of the European Forum on antiphospholipid antibodies[END_REF][START_REF] Gonzales-Portillo | Spectrum of antiphospholipid antibodies (aPL) in patients with cerebrovascular disease[END_REF]. Ces anticorps sont régulièrement retrouvés chez les patients avec lupus érythémateux systémique et manquent de spécificité dans le diagnostic de SAPL associé [START_REF] Sciascia | Clinical accuracy for diagnosis of antiphospholipid syndrome in systemic lupus erythematosus: evaluation of 23 possible combinations of antiphospholipid antibody specificities[END_REF]. Actuellement, nous disposons de peu de données quant à l'intérêt diagnostic des aPE chez les patients avec un possible SNAPS.

C'est dans ce contexte que nous avons mené une étude rétrospective dont l'objectif principal est d'évaluer l'intérêt de la recherche des aPE dans une population SNAPS. 

Matériels et méthodes

Screening global d'anticorps antiphospholipides

Recherche d'anticorps antiphosphatidyléthanolamine

La recherche d'aPE a été réalisée par une méthode ELISA « maison » inspirée de la méthode de Sanmarco et al [START_REF] Sanmarco | ELISA for antiphosphatidylethanolamine antibody detection: high impact of assay buffer on results[END_REF]. La phosphatidyléthanolamine est coatée sur une 

Population aPE positive

Comparaison aPE et screening APL

Une étude a été réalisée pour évaluer si l'ELISA de screening global d'aPL global permettait de suspecter la présence d'aPE. Le screening n'a été positif que chez 11 patients sur 23 (47,8%). Pour 2 patients, l'isotype d'APL ne correspondait pas à l'isotype d'aPE.

Discussion

Ainsi, dans cette étude, nous retrouvons la présence d'aPE de façon persistante dans le temps chez 10% de patient ayant une suspicion de SNAPS.

Comme pour le SAPL, la persistance des aPE semble nécessaire pour évoquer un SNAPS. Une étude réalisée chez des donneurs sains retrouvait une positivité des aPE chez 3,1% de façon transitoire [START_REF] Mcintyre | Frequency and specificities of antiphospholipid antibodies (aPL) in volunteer blood donors[END_REF]. Les données d'une étude rétrospective réalisé dans une série de 20 patients décrivait une disparition des aPE chez 7 patients [START_REF] Desauw | Antiphospholipid syndrome with only antiphosphatidylethanolamine antibodies: report of 20 cases][END_REF]. Notre étude a été réalisée en suivant les critères de classification de Sydney, avec persistance des aPE à 12 semaines d'intervalle et recherche concomitante des aPL de la définition [START_REF] Miyakis | International consensus statement on an update of the classification criteria for definite antiphospholipid syndrome (APS)[END_REF].

La prévalence d'aPE dans les études menées sur des patients qui ont présenté une TVP varie de 14,3% à 18% [13][14][START_REF] Berard | Antiphosphatidylethanolamine antibodies as the only antiphospholipid antibodies. I. Association with thrombosis and vascular cutaneous diseases[END_REF]. Les aPE sont régulièrement associés aux autres aPL de la classification de Sydney dans un contexte de SAPL secondaire thrombotique [13]. Dans une série de 140 patients ayant un événement thrombotique idiopathique avec suspicion de SAPL, seulement 9 patients avaient Les anti-PS/PT seraient un marqueur de substitution du LA chez ces patients.

Les limites de notre étude sont une recherche de SNAPS en rétrospectif avec une population de patients sélectionnés et un nombre de patients limité.

Conclusion

Nous disposons de données qui sont en faveur de l'implication des aPE dans le SNAPS. Il semble nécessaire de compléter la recherche de SNAPS avec les autres aPL n'appartenant pas aux critères de classification de Sydney au vu du faible pourcentage de patients positifs pour les aPE dans notre population (10%).

Conflit d'intérêts : aucun
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2. 1

 1 . Patients Nous avons étudié rétrospectivement toutes les demandes de recherche d'aPE entre le 1 er janvier 2014 au 1 er juillet 2018 au centre hospitalier universitaire de Rouen. Les recherches d'aPE sont réalisées en seconde intention, lorsque les Ac des critères de la classification de Sydney sont absents. Les données cliniques, biologiques et les traitements ont été colligées à partir des dossiers médicaux. Chez ces patients ont été réalisées une recherche d'anticorps aPL (mélange de différents aPL pour un screening) et une recherche d'aPE.

  La recherche globale d'aPL est faite par un test de type ELISA (PHOSPHO-LISA©, Theradiag, Marnes-la Valée, France). Différents PL (cardiolipine, annexine V, phosphatidylsérine, phosphatidylinositol et la phosphatidyléthanolamine) sont coatés sur une plaque et les IgG ou IgM aPL présents dans le plasma sont mis en évidence. Il s'agit d'un test global mettant en évidence des anticorps antiphospholipides sans permettre de connaître exactement leur spécificité ajouté et avec un risque de perte de sensibilité. Les valeurs seuils pour les aPL sont un taux moyen : 17,3 UA/ml pour les IgG et 16,2 UA/ml pour les IgM (99 ème percentile).

  plaque puis mise contact avec le sérum ou le plasma du patient. L'utilisation d'une antiglobuline anti-IgG ou anti-IgM associée à un conjugué permet de révéler et de quantifier les IgG et IgM aPE. Les valeurs seuils pour les aPE sont: 28 UA/ml et 56 UA/ml pour les IgG ; 36 UA/ml et 72 UA/ml pour les IgM (taux moyen au 99 ème percentile et taux fort au 99.9 ème percentile respectivement). Ces valeurs ont été établies à partir d'échantillons de 70 plasmas témoins. Comme nos valeurs ont été établies sur plasma, la recherche d'aPE est toujours réalisée sur plasma pour éviter le risque de faux positifs sur sérum (augmentation des valeurs de 10% par absence d'anticoagulant).

  La recherche d'anticorps différents chez des patients suspects de SNAPS a été effectuée chez 228 patients. Les causes d'exclusion étaient la présence d'un anticorps de la classification de Sydney (n=14) et une recherche d'aPE pour un autre motif que pour un événement thrombotique ou obstétrical (n=31). L'âge moyen est 46±16 ans et 45,6% sont des hommes. Dans cette cohorte, le critère clinique classant en SNAPS est majoritairement un événement thromboembolique (58,3%).

  La présence d'aPE a été retrouvée chez 23 patients (10%). Onze patients ont été exclus en raison d'une présence concomitante ou retardé des aPL de la classification de Sydney. Trois patients ont été exclus pour symptôme clinique non évocateur d'un SNAPS (2 troubles neurologiques non spécifiques, 1 acrosyndrome). La recherche d'aPE a principalement été faite pour une maladie thromboembolique (n=15), suivi d'événements obstétricaux (n=6) et 2 pour des événements mixtes (Tableau 1). Les thromboses veineuses étaient principalement des thromboses veineuses profondes (TVP) proximales (n=9) ou de TVP compliquées d'embolie pulmonaire (n=3) et 2 EP idiopathiques. Les thromboses artérielles étaient 2 accidents vasculaires cérébraux, 1 accident ischémique transitoire, 1 syndrome coronarien aigu et une thrombose aortique. Quatre patients avaient une pathologie sous-jacente (3 lupus érythémateux systémique, une hémopathie maligne). Trois patients ayant eu un accident thrombotique avaient une thrombophilie associée (deux mutations du factor V Leiden hétérozygote, une mutation G20210A du gène de la prothrombine hétérozygote). Deux patients avaient à la fois des aPE IgG et IgM.

  des aPE isolés et 11 avaient des Ac anticardiolipine ou des Ac anti-β2 glycoprotéine I [14]. Nous retrouvons une présence d'aPE IgG et IgM légèrement plus importante dans notre population SNAPS thrombotique. Le mécanisme physiopathologique de l'atteinte obstétricale par les aPE a été décrit chez l'animal [16]. Il a été retrouvé une augmentation de thromboses et de cellules apoptotiques intra-placentaires. Le parallèle chez l'homme a été retrouvé dans une étude mené par Sugi et al en 1999 , avec une prévalence d'aPE IgG de 20.1% dans une série de 139 femmes incluses pour fausses couches à répétition [17]. Gris et al ont confirmé que l'isotype IgM était un facteur de risque indépendant de pertes foetales inexpliquées, avec un odd ratio à 6 (2,3-15,7), supérieur au lupus anticoagulant et aux anti-β2 glycoprotéine I. Les aPE étaient retrouvés comme seul aPL positif dans 73 % des cas [18]. Yamada et al ont mis en évidence, sur une cohorte de 1155 femmes enceintes, un risque de développer une hypertension sévère (odd ratio : 8,3, 2,4-29) et un risque d'accouchements prématurés avant 34 semaines d'aménorrhée (12,7, 3,1-50) associé à la persistance d'aPE IgG [19]. Dans notre étude, les manifestations obstétricales étaient principalement des fausses couches précoces avec un nombre d'aPE IgG et IgM équivalent. Les recommandations du 13 th International Congress on antiphospholipid antibodies sont une recherche d'aPE avec une technique parfaitement standardisée [4]. La littérature reste relativement peu fournie sur la recherche d'aPE et les études relativement anciennes ne sont pas conçues pour confirmer leur valeur diagnostic dans le SNAPS. Des recommandations récentes de Joste et al préconisent une recherche d'aPE en seconde intention, associée à la recherche d'antiprothrombine si présence d'une une hypothrombinémie [20]. Sciascia et al ont étudié l'association de différents aPL dans le LES, et, si les aPE étaient plus souvent présents chez ces patients, ils n'étaient pas plus fréquemment associés à des manifestations cliniques de type accident thrombotique ou obstétrical [9]. Cette étude n'a pas encore été effectuée chez les patients SNAPS et nos résultats confirment que le screening aPL ne permet pas d'orienter sur la présence d'aPE dans tous les cas. Il apparait nécessaire de compléter le bilan de SNAPS par une recherche d'Ac antiphosphatidylsérine/antiprothrombine (PS/PT). Cet aPL est retrouvé chez 11,8% des patients SNAPS, et est régulièrement retrouvé associé à un anticoagulant de type lupique (70,4%)[21]. La recherche de l'anticoagulant lupique, appartenant aux critères de classification de Sydney, peut être rendue faussement positif par la prise d'un traitement anticoagulant, particulièrement sous anticoagulant oraux directs [20].

Tableau 1 .

 1 Caractéristiques cliniques et traitements des patients atteints d'un syndrome des antiphospholipides séronégatif à antiphosphatidyléthanolamine. des antiphospholipides séronégatif. FC : fausse couche. RCIU : retard de croissance in utero. AVK : anti vitamine K. HBPM : héparine de bas poids moléculaire. aPE : anticorps antiphosphatidyléthanolamine.

:

  Il s'agit d'une étude rétrospective sur tous les patients ayant eu une suspicion de SNAPS. La recherche d'aPE a été réalisée par une méthode ELISA ''maison''. Cette méthode a été comparée avec un ELISA de screening global d'aPL.

Résultats

: Au total, 228 patients ont été répertoriés pour une recherche de SNAPS. La recherche d'aPE a été effectuée dans 58,3 % des cas pour un événement thrombotique. Parmi ces patients, 23 avaient une recherche d'aPE positive et persistante dans le temps (10%). Quinze patients avaient eu un accident thrombotique, 6 avaient eu une complication obstétricale et 2 un événement combiné. Le test de screening des aPL n'était positif que dans 11 ce ces 23 patients (47,8 %).

Conclusion :

Ces données qui sont en faveur de l'implication des aPE dans le SNAPS. Ces résultats suggèrent qu'il semble intéressant de rechercher les autres aPL non conventionnels pour améliorer le diagnostic de SNAPS.

Purpose: Antiphospholipid syndrome (APS) is a clinico-biological syndrome which associates vascular injury and persisting antiphospholipid antibodies (aPL). Patients with clinical symptoms of APS but without aPL are defined as "seronegative APS'' (SNAPS). The aim of this study was to evaluate antiphosphatidylethanolamine antibody (aPE) investigation in patients with SNAPS suspicion.