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Introduction

Certaines pathologies auto-immunes se compliquent de manifestations thrombotiques en rapport avec
la présence d’auto-anticorps agissant sur 'hémostase. Le syndrome des antiphospholipides associe
la présence d’auto-anticorps antiphospholipides a un syndrome d’hypercoagulabilité. Les
antiphospholipides constituent une famille trés hétérogéne d’anticorps a l'origine d’accidents
thromboemboliques, et peuvent apparaitre dans d’autres situations sans étre responsables de
manifestations thrombotiques. Le dépistage des anticorps antiphospholipides fait intervenir de
nombreux tests qui doivent étre répétés pour confirmer leur persistance. La difficulté réside dans le
dépistage, I'estimation du risque thrombotique de ces anticorps, et par conséquent le traitement.
Devant I'utilisation croissante du test de génération de thrombine dans l'étude de nombreuses
pathologies, nous avons décidé d’évaluer les performances de ce test chez les patients porteurs
d’anticorps antiphospholipides et/ou ayant des antécédents d’accidents thromboemboliques. Le test
de génération de thrombine est un test fonctionnel permettant une exploration plus globale du
systéeme hémostatique par rapport aux tests classiques. Les résultats présentés dans cette étude
concernent 71 patients recrutés au CHU de Poitiers. En plus de I'évaluation du test de génération de
thrombine, les objectifs secondaires étaient de faire le point sur les connaissances actuelles, de
rechercher une éventuelle liaison entre les microparticules (évaluées par leur activité procoagulante

circulante) et les anticorps antiphospholipides.



1°" partie : Connaissances actuelles

A. Le syndrome des antiphospholipides

I- Définition

Le syndrome des antiphospholipides (SAPL) représente un état thrombophilique acquis di a la
présence d’anticorps antiphospholipides (APL). Le SAPL est une maladie auto-immune acquise [1-4].
Les thromboses observées au cours du SAPL surviennent sur une paroi vasculaire saine et touchent
tous les territoires vasculaires quelques soient leur type ou leur calibre (artére, artériole, capillaire,
veinule, profonde, superficielle). L'association d’anticorps antiphospholipides persistants avec des
manifestations thrombotiques (veineuses et/ou artérielles), ou des événements obstétricaux, définit le
syndrome des antiphospholipides. La condition pour définir le syndrome est la présence persistante
d’auto-anticorps dont les cibles spécifiques sont les protéines plasmatiques se liant aux
phospholipides anioniques.

La prévalence est difficile a estimer. La prévalence du SAPL primaire serait comparable a celle du
lupus systémique, de I'ordre de 1/2400 personnes. La prévalence du SAPL secondaire (25 a 30% des

lupus érythémateux systémique) serait de 1/12000 a 1/8000 personnes [5, 6].

ll- Historique

La reconnaissance des thromboses liées au syndrome des antiphospholipides (SAPL) a commencé
par la convergence d’observations cliniques et biologiques [2, 3, 7].

Le test de Wasserman pour le diagnostic de la syphilis, utilisé depuis 1907, présentait des résultats
faussement positifs alors que les patients n’avaient aucun signe clinique de syphilis. Cependant,
nombre d’entre eux asymptomatiques pour la syphilis, avaient déclaré un événement thrombotique.
Des rapports supplémentaires confirment la présence d’ « anticoagulants circulants », souvent
associés a un test sérologique pour la syphilis faussement positif, chez des patients atteints de lupus
érythémateux systémique (LES). Un complexe phospholipidique isolé d’extraits de coeur de bovins
dans les années 1940 et appelé « cardiolipines », est identifi€ comme un antigéne clé du test de
Wasserman. De maniére intrigante, les cardiolipines étaient connus pour bloquer I'effet anticoagulant
des patients atteints de LES, suggérant une réponse anticorps dirigée contre des phospholipides. Le
terme de «lupus anticoagulant » (LA) est inventé par Feinstein et Rapaport en 1972, sur les
observations de patients atteints de LES. L’équipe de Harris développa un test pour détecter les
anticorps anticardiolipines qui deviendra un élément clé de I'approche analytique de ces auto-
anticorps.

L’association statistique de la présence des anticorps anticardiolipine avec des thromboses, des
avortements spontanés, des pertes feetales, des thrombopénies périphériques aboutira au syndrome

des anticorps anticardiolipine par Hugues et al. en 1986. Le SAPL est défini par Harris en 1987 par



I'association de manifestations thrombotiques veineuses ou artérielles ou d’avortements répétés, avec
la présence durable d’APL de différents types. La différenciation entre APL thrombogénes et APL non
thrombogeénes viendra en 1990 avec les travaux de Galli et Mc Neil.

L’International Society of Thrombosis and Haemostasis (ISTH) publia en 1991 les premieres

recommandations sur les tests diagnostiques de laboratoire.

lll-Manifestations cliniques

Le SAPL est une pathologie qui concerne en général le sujet de moins de 45 ans pour I'age de la
premiére thrombose. Associé au lupus érythémateux systémique, le SAPL peut s’exprimer pour la
premiére fois a tout age. Le thrombus survient sur une paroi vasculaire saine, indemne de toute
infiltration cellulaire, parfois, il se constitue sur une plaque d’athérome. Tous les territoires vasculaires
peuvent étre concernés. Compte tenu de la gravité de ce syndrome et de la nécessité de mettre en

place un traitement prolongé, le SAPL doit étre connu et évoqué dans de nombreuses circonstances

[1]1[2] [8] [9] :

1. Thrombose veineuse
Les thromboses veineuses sont de loin les plus fréquentes. Les territoires profonds veineux des
membres inférieurs sont plus souvent concernés mais tous les sites sont possibles. L’attention doit
étre attirée vers un SAPL d’autant plus que la thrombose veineuse survient dans un territoire
inhabituel : veine cave supérieure ou inférieure, veines rénales, veines surrénales, veines
mésentériques, veine porte, veines sus-hépatiques, veines rétiniennes, veines des sinus veineux
cérébraux, veines superficielles, en I'absence de varices. La thrombose veineuse est toujours
multifactorielle. Sous prétextes d’'une grossesse, d’'un alitement, de la prise d’oestroprogestatifs, il ne
faudrait pas négliger la recherche d’anticorps antiphospholipides si le phénomeéne thrombotique

survient avant 'dge de 50 ans.

2. Thrombose artérielle
La thrombose peut concerner tous les territoires artériels quel que soit le calibre vasculaire, des gros
vaisseaux jusqu’a la microcirculation. Le systéme nerveux central est plus fréquemment concerné. i
peut s’agir d’accidents ischémiques transitoires ou constitués. Le territoire carotidien est plus souvent
touché que le territoire vertébro-basilaire. Les infarctus cérébraux sont mis en évidence avec la
technique d'imagerie par résonance magnétique nucléaire. L’infarctus cérébral peut avoir un
mécanisme embolique a point de départ cardiaque (I'écho-Doppler cardiaque fait partie des examens
nécessaires dans le SAPL avec thrombose artérielle). Les APL sont reconnus aujourd’hui comme un
véritable facteur de risque indépendant d’accident ischémique cérébral, avec un risque important de
récidive aprés un premier épisode en I'absence de traitement. Ce risque est 8 fois plus élevé lorsque
des APL sont présents. Le syndrome de Sneddon est une entité particuliére du sujet jeune qui associe
livedo et infarctus cérébral. Les APL y sont présents prés d’une fois sur deux et le risque de récidive

est important en I'absence de traitement avec une évolution possible vers la démence vasculaire.



3. Syndrome obstétrical
La forme obstétricale du SAPL, en général conséquence de I'ischémie placentaire, se caractérise par
des pertes foetales ou embryonnaires, un tableau clinique d’éclampsie [2, 3]. Les pertes foetales sont
le plus souvent liées a la présence de lupus anticoagulant en comparaison avec les autres anticorps
antiphospholipides. Tant dans les domaines expérimentaux animaux que chez la femme enceinte,
l'ischémie placentaire est liee a des infarctus localisés. Il est vraisemblable que certains cas de
HELLP syndrome soient liés aux APL. Cette variété de microangiopathie thrombotique, classiquement
reliée a un état pré-éclamptique, associe hémolyse, cytolyse hépatique et thrombopénie. Les
complications obstétricales s’observent dans le SAPL primaire et secondaire. |l est considéré que prés
de 10% des pertes foetales répétées sont liées a un SAPL.
Trois aspects sont considérés comme la conséquence de ce syndrome :
- la description d’au moins une mort foetale inexpliquée (aprés 10 semaines de gestation) alors que le
foetus n’a aucune anomalie morphologique détectable ;
- 'existence d’au moins trois pertes consécutives embryonnaires (de la 3°™ a la 9°™ semaine de
gestation) ou pré-embryonnaire (de la conception a la 3°™ semaine de gestation) non liées a une
anomalie anatomique, génétique ou hormonale ;
- la naissance prématurée d’au moins un nouveau-né morphologiquement normal, liée a une pré-
éclampsie sévére ou une insuffisance placentaire importante.
Ces morts feetales survenant a différents moments de la grossesse, semblent essentiellement liées a
la survenue d’infarctus placentaires. Chez la mére, les risques thrombotiques de la grossesse et du
post-partum sont accrus. Plus exceptionnellement, sont observées des thromboses des gros

vaisseaux foetaux artérioveineux [2].

4. Manifestations hémorragiques
Paradoxalement, le SAPL est a l'origine de plusieurs cas d’hémorragies intériorisées. L’infarctus
hémorragique de la glande surrénale par thrombose veineuse surrénale est a 'origine d’'un syndrome
douloureux abdominal ou lombaire. Les formes bilatérales peuvent entrainer un hypocorticisme
définitif, forme inaugurale du SAPL parfois fatal. Des syndromes hémorragiques sont rapportés dans
les situations de SAPL qui s’accompagnent d’anticorps anti-prothrombine puissants a l'origine d’'une
baisse acquise du taux de prothrombine (syndrome LA-hypoprothrombinémie). Plusieurs cas
d’hémopéritoine d’origine ovarienne sont rapportés chez des femmes atteintes de SAPL et traitées par
AVK, sans surdosage évident. Il s’agit le plus souvent d’'une complication par rupture de kyste ovarien,

parfois favorisé par les microprogestatifs.

5. Manifestations cardiaques
Il s’agit d’atteintes valvulaires a type d’épaississement diffus des valves, plus souvent la mitrale que
l'aortique, formant parfois de véritables végétations. Ces aspects seraient la conséquence de dépdts
sous-endocardiques d’APL insensibles aux traitements anticoagulants ou antiagrégants plaquettaires.

Cette atteinte peut étre a l'origine de fuites valvulaires ou d’emboles ayant une destinée cérébrale.



Les APL apparaissent prédictifs d’infarctus du myocarde chez le sujet jeune. Il peut s’agir de
thrombose coronaire, de micro thromboses distales. L’infarctus du myocarde est plus rare quoique
certainement sous-estimé selon certains auteurs. D’autres événements sont plus rares : thrombus
intracardiaque, insuffisance cardiaque droite secondaire a une hypertension artérielle pulmonaire

post-embolique ou par thrombose in situ.

6. Systéme nerveux central
Les signes cliniques sont habituellement la conséquence d’accidents ischémiques constitués,
rarement massifs, souvent limités, touchant généralement le territoire de l'artére sylvienne. En
revanche les thromboses veineuses sont assez rares. La répétition de ces accidents ischémiques
peut mener a des syndromes démentiels irréversibles ou des affections démyélinisantes, de type
sclérose en plaques. Dans ces formes, I'imagerie par résonance magnétique met en évidence des
images séquellaires d’infarctus cérébraux ou, beaucoup plus fréquemment, de multiples petits
hypersignaux visibles en séquence T2, généralement localisés dans la substance blanche
périventriculaire et sous-corticale. D’autres manifestations neurologiques sont vraisemblablement la
conséquence des antiphospholipides. La chorée, I'épilepsie, la myélite transverse sont statistiquement
associées a la présence d’antiphospholipides au cours du lupus, mais de mécanisme non univoque.
Divers symptdmes, comme les troubles psychiatriques, les surdités brusques, la migraine ou les

neuropathies périphériques sont cités, sans relation établie avec le SAPL.

7. Manifestations dermatologiques
La manifestation dermatologique la plus connue est le livedo, statistiquement associé a la présence
d’APL au cours du lupus [9]. Quand le livedo s’associe a des lésions ischémiques cérébrales, il définit
le syndrome de Sneddon qui s’associe a des APL dans 40% des cas. Les ulcérations cutanées sont
possibles, en particulier post-phlébitiques superficielles. Des nécroses distales, parfois des

hémorragies en flammeéches sous-unguéales, sont évocatrices de SAPL, mais pas spécifiques.

8. Manifestations rénales
Les thromboses peuvent toucher l'artére ou la veine rénale, les artérioles et les capillaires
glomérulaires. Le tableau clinique est souvent trompeur, dominé par une hypertension rénovasculaire
compliquée d’une insuffisance rénale de gravité et d’évolutivité variables. La biopsie rénale permet de

confirmer le diagnostic.

9. Complications respiratoires
L’embolie pulmonaire est la conséquence de l'obstruction des artéres pulmonaires ou de leurs
branches par des emboles le plus souvent cruoriques. L'embole qui vient obstruer I'artére pulmonaire
provient le plus souvent d’'une veine des membres inférieurs. Il arrive que ce thrombus, détaché de la
paroi veineuse, n’engendre pas une symptomatologie au niveau des membres inférieurs. Ce
thrombus migrateur peut provenir des veines pelviennes, abdominales, des membres supérieurs, des

cavités cardiaques droites. Les embolies pulmonaires sont responsables de 4 a 10% de la mortalité



au cours du SAPL. Cette complication parfois révélatrice, peut étre de diagnostic difficile. Elle se
manifeste parfois par de petits emboles itératifs responsables de douleurs intermittentes ou
d’épanchements pleuraux fugaces. Le SAPL pourrait étre également responsable d’hypertension
artérielle pulmonaire (non embolique). Dans ce contexte, il existe souvent un enchainement de

complications thrombotiques et non thrombotiques.

10. Manifestations digestives et hépatiques
Les manifestations hépatiques sont rares et parfois séveres, comme la thrombose des veines sus-
hépatiques responsable du syndrome de Budd-Chiari. Des infarctus hépatiques ou des thromboses
de la veine porte sont décrits. Parfois il s’agit de lésions micro thrombotiques ou vasculaires intra
hépatiques qui se réveélent par une maladie veino-occlusive ou une hyperplasie nodulaire régénérative
(transformation micronodulaire diffuse du parenchyme hépatique sans fibrose, souvent révélée par
une hypertension portale). Ces différentes complications peuvent étre responsables d’une
hypertension portale révélée par une splénomégalie. Plus rarement, sont observées des thromboses
veineuses et artérielles intestinales, avec des douleurs et des troubles du transit chroniques. Les

explorations reposent sur le scanner avec injection et sur I'imagerie par résonance magnétique.

11. Manifestations hématologiques
Le SAPL primaire ou associé a un lupus, peut étre révélé par une thrombopénie modérée
(habituellement entre 50 et 100 G/L). Dans la plupart des cas, il s’agit d’'une thrombopénie
périphérique liée a des auto-anticorps anti-glycoprotéines plaquettaires (Gpllb-llla). D’autres
mécanismes sont possibles, comme [illustrent de rares observations de microangiopathies
caractérisées par une consommation plaquettaire par de multiples microthrombi périphériques. Plus
rarement, elle peut étre la conséquence d’'un hypersplénisme, lié a une hypertension portale
secondaire a des thromboses hépatiques. L’anémie hémolytique semble trés rare dans le SAPL

primaire, mais plus fréquente dans la forme associée au lupus.

12. Complications endocriniennes
Elles se manifestent par une insuffisance surrénale aigué souvent post-opératoire, résultant d’'un
infarctus veineux surrénal bilatéral. Des atteintes ischémiques hypophysaires et/ou hypothalamiques

exceptionnelles sont décrites.

13. Complications ostéo-articulaires
Il s’agit d’'ostéonécroses aseptiques épiphysaires surtout fémorales, qui compliquent essentiellement

le SAPL associé au lupus. Plus rarement, il s’agit de nécrose osseuse plus étendue.



IV- Critéres de classification de Sydney

Ces criteres ne permettent pas le diagnostic de tous les SAPL. Certains patients sont pauci-
symptomatiques ou présentent des manifestations non incluses dans les critéres de classification
(chorée, endocardite, thrombopénie). Des critéres préliminaires internationaux de classification du
SAPL ont été proposés et publies en 1999 (Sapporo) [8, 10] et révisés en 2006 [2, 3, 10]. La
conférence de consensus de Sydney a permis d’établir un socle commun définissant les critéres
biologiques de classification des SAPL en centrant les investigations autour de trois parametres
principaux. Le SAPL est défini par la mise en évidence d’au moins un critére clinique et au moins un

critere biologique [11]:

1. Criteres cliniques
a- Thrombose
Un ou plusieurs épisodes symptomatiques de thrombose artérielle, veineuse dans n'importe quel tissu
ou organe. Cette thrombose doit étre objectivée par une stratégie diagnostique validée (confirmée par
un aspect caractéristique d’'un examen d’'imagerie de référence ou d’'un examen histopathologique).
Dans cette situation, il doit s’agir d’'une thrombose sans inflammation significative de la paroi

vasculaire.

b- Manifestations obstétricales
- une ou plusieurs morts inexpliquées, foetus morphologiquement normal, aprés la 10°™ semaine de
gestation (morphologie normale établie par échographie ou examen direct) ;

- une ou plusieurs naissances prématurées d’un nouveau-né morphologiquement normal avant la
34°™ semaine de gestation (suite a une éclampsie, une pré-éclampsie grave, une insuffisance
placentaire documentée) ;

eme

- plusieurs avortements spontanés consécutifs (>3) avant la 10" semaine de gestation sans causes

anatomiques ou hormonales maternelles et sans causes chromosomiques maternelles ou paternelles.

2. Critéres biologiques

- présence d’un lupus anticoagulant (LA) a 2 reprises au moins, espacées de 12 semaines au moins,
mis en évidence en suivant les recommandations de ['International Society of Thrombosis and
Haemostasis (ISTH) ;

- anticorps anti-cardiolopides (aCL) d’isotype Ig G et/ou Ig M dans le sérum ou le plasma, avec un titre
moyen ou élevé (> 40GPL ou MPL, ou > 99°me percentile), présents a 2 reprises a 12 semaines au
moins, par ELISA standardisé ;

- anticorps anti B2 glycoprotéine | d’isotype Ig G et/ou Ig M dans le sérum ou le plasma (> 99°™

percentile) présents a 2 reprises a 12 semaines au moins, par ELISA standardisé.



V- SAPL primaire et secondaire

Initialement considéré comme un sous-groupe entierement inclus au sein du lupus érythémateux
systémique (LES), le SAPL est aussi rencontré de fagon totalement isolée de toute manifestation
clinique ou biologique du lupus : le SAPL primaire par opposition au secondaire a un lupus (ou plus
rarement a une autre maladie auto-immune, connectivite, vascularite systémique, affection maligne)
[1]. La distinction entre LES et SAPL est parfois difficile a établir. Certains critéres de classification du
LES peuvent se rencontrer dans le SAPL (pleurésie par infarctus pulmonaire post embolique,
protéinurie ou insuffisance rénale par thrombose, atteinte du systeme nerveux central post
thrombotique, thrombopénie de consommation ou anémie hémolytique micro thrombotique). D’autre
part, des anticorps antiphospholipidiques sont observés chez 30-40% des LES indépendamment du
SAPL, 10-15% des LES présentent des manifestations cliniques entrant dans la classification du
SAPL. La distinction entre SAPL primaire et secondaire a un LES est parfois difficile. La présence de
'un de ces critéres n’est pas compatible avec le diagnostic de SAPL primaire selon certains auteurs [1,
10, 12] :

- éruption malaire ;

- lupus discoide ;

- ulcération orale ou pharyngée (sauf cloison nasale) ;

- arthrite franche ;

- pleurésie, en I'absence d’embolie pulmonaire ou d’insuffisance cardiaque gauche ;

- péricardite, en 'absence d’infarctus myocardique ou d’insuffisance rénale marquée ;

- protéinurie supérieure a 0,5g/j due a une glomérulonéphrite par complexes immuns prouvée
histologiquement ;

- lymphopénie inférieure a 1000/mm3 ;

- anticorps anti-DNA natif ;

- anticorps anti-antigénes nucléaires solubles ;

- anticorps anti-nucléaires a un titre supérieur a 1/320 ;

- traitement connu comme inducteur d’antiphospholipides ;

VI- Syndrome catastrophique des antiphospholipides

Si tous les organes peuvent étre atteints au cours du SAPL, chaque épisode est habituellement
localisé a un viscére ou un territoire, soit artériel, soit veineux. Lors d’'un nouvel épisode thrombotique,
celui-ci touche souvent le méme systéme vasculaire que précédemment [13]. Il existe un tableau
clinique particulier ou plusieurs organes ou territoires sont touchés simultanément ou a quelques jours
d’intervalle, volontiers favorisé par un épisode infectieux intercurrent et connu sous le nom de
syndrome catastrophique des antiphospholipides (CAPS) ou syndrome de Asherson. La mortalité
atteint environ 50% des cas rapportés. Le tableau associe volontiers une insuffisance respiratoire, un

accident vasculaire cérébral et une insuffisance rénale expliquant le pronostic trés séveére.



Le CAPS est défini par la présence de tous les critéres du tableau.

Le CAPS est probable lorsque :

- 2 organes, tissus, systémes atteints, et les critéres 2, 3, 4 ;

- un seul dosage positif d’anticorps antiphospholipides, et les criteres 1, 2, 3 ;

- critéres 1, 2, 4 ;

- critéres 1, 3, 4 avec développement d’un troisiéme événement entre 1 semaine et 1 mois malgré le

traitement anticoagulant.

Critere 1 - Atteinte objective de 3 organes, systémes et/ou tissus
- Atteinte rénale : augmentation créatininémie > 50%
- HTA sévére > 180/100 mmHg et/ou protéinurie > 500mg /24h
Critére 2 Développement simultané des manifestations ou en moins d’'une semaine.
Critére 3 Confirmation histologique de I'occlusion des petits vaisseaux dans un organe ou tissu.
Critére 4 Anticorps antiphospholipides a deux reprises a 6 semaines d’intervalle (si inconnu

antérieurement).

Tableau 1 Critéres préliminaires de classification du syndrome « catastrophique » des antiphospholipides

[10].

VII-

Les anticorps antiphospholipides

Le terme anticorps antiphospholipides (APL) regroupe une famille trés hétérogéne d’anticorps

circulants. Ces anticorps ne sont pas spécifiques du SAPL mais peuvent étre rencontrés au cours de

nombreuses autres situations cliniques telles que des infections diverses, certains traitements

médicamenteux, des néoplasies, mais aussi chez des individus sains [1, 4, 7].

Infections VIH, EBV, hépatites virales.
Lépre, maladie de Lyme, syphilis, rickettsioses, tuberculose,
endocardites bactériennes, mycoplasmes.
Paludisme, leishmaniose.

Affections néoplasiques Cancers solides, syndrome lymphoprolifératifs, myélome,
lymphome.

Affections inflammatoires Vascularite, maladie de Crohn, spondylarthropathies.

Affections viscérales Insuffisance rénale, insuffisance hépatocellulaire sévére.

Traitements inducteurs Hydantoine, hydralazine, bétabloquants, procainamide, quinidine,
phénothiazine, interféron.

Tableau 2 Circonstances associées a la présence isolée d’anticorps antiphospholipides sans complications
thrombotiques ou obstétricales [1].

Ces APL sont généralement transitoires et ne prédisposent pas a un risque thrombotique,

contrairement a ceux détectés chez les patients avec SAPL. Leur mise en évidence est basée sur

l'allongement de temps de coagulation phospholipide-dépendants détectant la présence d’un lupus




anticoagulant (LA), et sur des tests ELISA détectant les anticorps anti-cardiolipides ou anti- 32-
glycoprotéine | (anti- B2GPI) [4]. Parmi les circonstances pathologiques au cours desquelles des
anticorps antiphospholipides sont mis en évidence, les infections tiennent une place de choix. La
syphilis historiquement, de nombreuses infections virales aigués ou chroniques, bactériennes (lépre,
leptospirose, endocardites), parasitaires (paludisme, Kala-azar) sont incriminées. Ces APL post-
infectieux, généralement des anticorps anticardiolipines, ne sont généralement pas associés a la
présence d’anticorps anti-B2GPI ni a I'apparition d’événements thrombotiques artériels et veineux. La
présence d’anticorps anticardiolipines est trés fréquente au cours des infections virales par le virus de
I'hépatite C (20%), le VIH (49,8%) et le virus de I'hépatite B (24%) [7]. La prévalence des anticorps
anti-B2GPI est plus faible : VHC (1,7%), VIH (5,6%), VHB (3,3%). Il n’y a pas d’association avec un
sur-risque de thrombose artérielle ou veineuse, méme si des événements thrombotiques sont
rapportés. Pour les autres infections virales (hépatite virale A, herpés virus, parvovirus B19), les
données confirment la grande fréquence d’anticorps anticardiolipines. Leur présence pourrait
témoigner d'une stimulation antigénique intense du systéme immunitaire. L’équipe de Pengo
recommande que les recherches de LA, d’anticorps anticardiolipides, et d’anticorps anti-B2GPI, soient
limitées aux patients qui ont une forte probabilité de présenter un SAPL [14]. Les situations les plus
appropriées sont les thromboses veineuses et embolies non provoquées par un événement particulier,
les thromboses artérielles inexpliquées du patient jeune (< 50 ans), les localisations inhabituelles de
thrombose, les pertes foetales tardives, les événements thrombotiques ou obstétricaux chez des
patients porteurs de maladie auto-immune. Le dépistage est raisonnable lors de pertes foetales
précoces a répétition et les événements thromboemboliques avec événement causal du patient jeune.

La recherche de lupus anticoagulant est utile lors de I'élévation inexpliquée d’'un TCA en routine.

VIII- Les cibles des anticorps antiphospholipides

Si la B2-glycoprotéine | et la prothrombine (FIl) sont les antigénes cibles majeurs des APL, d’autres
cibles sont décrites [2, 4, 15, 16].

1. La B2-glycoprotéine |

a. Structure

La B2-glycoprotéine | (32GPIl) appartient a la superfamille des protéines régulatrices du complément.
La B2GPI, appelée aussi apolipoprotéine H, est une glycoprotéine plasmatique principalement
synthétisée dans le foie, dans les cellules endothéliales et placentaires. D’'une masse moléculaire de
54 KDa, sa concentration plasmatique est d’environ 4 pM soit 200 pg/mL, dont 40% sous forme liée
aux lipoprotéines. Elle est constituée d’'une chaine polypeptidique de 326 acides aminés, fortement
glycosylée et divisée en cinqg domaines homologues | a V. Des ponts disulfures joignent les domaines
I a lll et le domaine Il au IV pour former une structure « looped-back ». Le domaine V comprend une
extension au niveau C-terminal riche en lysine et comporte une région critique entre la cystéine 281 et
la cystéine 288 pour la liaison aux surfaces chargées négativement (vésicules phospholipidiques
anioniques, plaquettes, microvésicules). Une boucle flexible située au milieu de cette zone chargée

positivement, est essentielle pour la liaison aux phospholipides. La B2GPI peut étre clivée de facon
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protéolytique au niveau du domaine V par la plasmine et par le FXa. En présence d’héparine, la
protéolyse par la plasmine est augmentée. Cette forme clivée « nicked B2GPI » devient incapable de
se lier aux phospholipides anioniques et n’est plus la cible des APL. In vitro, la B2GPI interagit avec
des composants de la cascade de la coagulation. Il est décrit des interférences de la B2GPI avec la
voie contact de la coagulation et du systéeme de la fibrinolyse. Cependant, une déficience
hétérozygote ou homozygote n’est pas clairement associée a une augmentation du risque
thrombotique. Des plasmas de souris KO pour la f2GPIl montrent une inhibition de la génération de
thrombine in vitro. Chez les souris hétérozygotes, la génération de thrombine est moins altérée que
chez les souris KO, ce qui suggéere une corrélation entre la génération de thrombine et le taux de
B2GPI. Un effet inhibiteur de la 2GPI sur I'activation de la protéine C en présence de phospholipides

est également rapporté.

b. Avidité pour les phospholipides

La p2-glycoprotéine | se lie aux phospholipides anioniques ainsi que sur les surfaces chargées
négativement, le sulfate de dextran, I'héparine. L’affinité pour les phospholipides anioniques non
physiologiques est bien décrite. En condition physiologique, la B2GPI posséde une affinité inférieure
comparée a celle des facteurs de la coagulation. L’affinité est dépendante de la quantité en

phospholipides anioniques, de la force ionique et de la concentration en ca®.

2. La prothrombine
La prothrombine ou facteur Fll est une glycoprotéine d’'une masse moléculaire de 72 KDa, constituée
d'une chaine polypeptidique de 579 aa. La partie N-terminale comporte un domaine vy-
carboxyglutamique par lequel elle se lie aux phospholipides anioniques en présence de ca”. Le
domaine sérine protéase est situé au niveau carboxy-terminal. Le Fll présente deux sites de clivage
par le FXa en position 271 et 320 et deux sites de clivage en position 155 et 284. Le Fll est activé en
meizothrombine par le complexe prothrombinase, puis en thrombine. Le Fll nécessite la présence de
Ca* pour se lier aux phospholipides contrairement a la B2GPI. L’affinité dépend de la surface de
phospholipides anioniques. Plusieurs études montrent une affinité pour des surfaces

phospholipidiques artificielles mais peu pour des surfaces physiologiques [4, 16].

3. Inhibition du systéme protéine C-protéine S
Au cours du processus de coagulation, une fraction de la thrombine générée est capable de se lier a
la thrombomoduline a la surface des cellules endothéliales et d’activer la protéine C (inhibiteur de la
coagulation). La protéine C activée, couplée a la protéine S, son cofacteur, inhibent la coagulation par
clivage enzymatique des facteurs Va et Vllla. Bien que les mécanismes d’interférences des APL avec
la voie de la protéine C ne soient pas complétement élucidés, I'effet procoagulant qui en résulte
permet en partie d’expliquer la survenue d’événements thromboemboliques des SAPL [4, 15, 16].
Certaines études suggeéerent que les APL empéchent I'activation de la protéine C. Il est aussi suggéré
que les APL (notamment les anti-B2GPI) perturbent la formation du complexe entre la protéine C

activée et les facteurs Va et Vllla, a l'origine d’'une résistance acquise a la protéine C activée. Les
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anti-B2GPI seraient capables d’'induire un déficit fonctionnel en protéine S. Dirigés contre la B2GPI, ils
modifieraient la liaison entre la protéine S et la C4 Binding Protein, entrainant une diminution de la
fraction libre active de la protéine S. Il est décrit dans le SAPL, des anticorps dirigés contre

I'endothelial protein C receptor corrélés a la survenue de thromboses et de pertes feetales.

4. Inhibition de I'effet anticoagulant de I’annexine A5

Les annexines constituent une famille de protéines solubles qui partagent la propriété d’'interagir de
maniére calcium dépendante avec les membranes contenant des phospholipides chargés
négativement. Les annexines de vertébrés sont classées selon les caractéristiques structurales de
leur domaine N terminal. Ces protéines ubiquitaires sont impliquées dans de nombreux processus liés
aux membranes, le trafic vésiculaire, I'endocytose, I'exocytose, la régulation de la coagulation
sanguine ou de l'inflammation, ou encore la formation de canaux calciques [17]. L’annexine 5 a été la
plus étudiée de part sa petite taille, son comportement de liaison aux membranes. Elle est utilisée
comme marqueur de l'apoptose et l'activation plaquettaires. L’apoptose ainsi que [l'activation
plaquettaire s’accompagne de remaniements membranaires aboutissant a [I'exposition de
phosphatidylsérine. Dans les conditions physiologiques, les membranes cellulaires extériorisent peu
les phospholipides anioniques comme la phosphatidylsérine. Au cours de [l'activation cellulaire,
I'exposition des phosphatidylsérines sur le feuillet externe est observée. Au cours de Il'activation
plaquettaire, I'exposition de phospholipides anioniques permet le recrutement des facteurs de
coagulation vitamine K-dépendant via leur résidu Gla en présence de calcium. Ces assemblages de
facteurs de la coagulation a la surface des plaquettes, notamment en complexes ténase puis
prothrombinase, sont indispensables a la coagulation plasmatique. L’annexine A5 est une protéine
capable de venir recouvrir les phosphatidylsérines au cours de I'activation plaquettaire pour former un
bouclier protecteur qui va diminuer la disponibilité des phospholipides anioniques pour les enzymes
de la coagulation et exercer ainsi une action anticoagulante. La dimérisation de la B2GPI par les
anticorps reconnaissant le domaine | de la B2GPI, augmente son affinité pour les phospholipides
anioniques. Le bouclier protecteur d’annexine A5 ne peut se mettre en place, inhibant ses propriétés
anticoagulantes. L’équipe de Rand montre que I'hydroxychloroquine pourrait diminuer la fixation des
anti-B2GPI a la bicouche lipidique, et rétablirait I'activité anticoagulante de I'annexine A5 [4, 16]. Une
autre étude montre que les lésions du placenta seraient la conséquence des antiphospholipides
dirigés contre I'annexine 5, anticoagulant naturel présent en forte concentration dans le cordon et le
placenta [1]. Cependant des doutes existent en ce qui concerne I'effet bouclier de I'annexine A5 in
vivo [16].

5. Action sur I'inhibiteur de la voie du facteur tissulaire
Le facteur tissulaire (FT) est une protéine transmembranaire capable de former un complexe avec le
facteur FVlla et de déclencher la cascade de la coagulation (voie tissulaire). Le tissue factor pathway
inhibitor type | (TFPI) synthétisé par les cellules endothéliales, est un inhibiteur de I'activité catalytique
du complexe FT-FVlla. Il diminue la génération de thrombine et la formation du caillot de fibrine. Chez

les patients atteints de SAPL, il est rapporté une diminution du TFPI corrélée a une augmentation de
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la génération de thrombine. Cet effet serait lié a la présence d’anticorps dirigés contre le TFPI et a
I'activité inhibitrice des anticorps anti-p2GPI sur le TFPI [4, 16].

6. Inhibition de la fibrinolyse
La fibrinolyse est responsable de la dégradation du caillot de fibrine par la plasmine. La formation de
la plasmine a partir du plasminogéne est un mécanisme finement régulé par des inhibiteurs dont le
pasminogen activator inhibitor (PAl) et des activateurs dont le tissue plasminogen activator (tPA) [4,
16]. La plasmine peut avoir une influence sur la 2GPI. La B2GPI peut étre clivée par la plasmine au
niveau de son domaine V. Cette 2GPI tronquée, peut sous cette forme lier le plasminogéne. Elle
offre ainsi un mécanisme de régulation de la fibrinolyse en diminuant la génération de plasmine.
L’annexine A2 est un récepteur endothélial capable de lier la B2GPI. L’annexine A2 a une activité
profibrinolytique par liaison au tPA, favorisant la génération de plasmine a la surface des cellules
endothéliales. Il est montré qu’au cours du SAPL, le complexe anticorps anti-B2GP1/ B2GPI se fixe a
I'annexine A2 endothéliale. Il empéche I'activation du plasminogéne en plasmine par le tPA. La méme
équipe a montré la corrélation entre des anticorps fixant I'annexine A2 et un risque accru de

thromboses veineuses cérébrales.

7. Activation des plaquettes
Environ 30% des SAPL présentent une thrombopénie avec une numération plaquettaire inférieure a
100 G/L. la thrombopénie est due a la présence d’anticorps anti-GPllb-llla ou anti-GPIbIX comme
dans le purpura thrombopénique immunologique (PTI). Au cours du SAPL, I'activation des plaquettes
aboutit a un effet prothrombotique di a l'interaction du complexe anticorps anti-B2GPI/B2GPI avec
deux récepteurs présents a la surface des plaquettes :
- récepteur 2’ de I'apolipoprotéine E (ApoER?2’) ;
- glycoprotéine Iba (GPIba), membre du complexe GPIb-I1X-V.

Les événements intracellulaires impliqués dans l'activation plaquettaire suite a la stimulation de ces
deux récepteurs, aboutiraient a I'activation de la P38MAPK. Cette kinase est capable de phosphoryler
la phospholipase A2 qui conduit a la libération d’acide arachidonique puis de thromboxane A2.

De surcroit, il est décrit une augmentation des métabolites du thromboxane A2 dans les urines de
patients avec un SAPL. Selon les études, entre 4 et 57% des SAPL présentent des anticorps anti
PF4-héparine détectés par ELISA, test utilisé pour le dépistage des thrombopénies induites par
I'héparine (TIH). Parfois, ils sont présents chez certains patients en I'absence de toute exposition a
I'héparine. lls s’agiraient d’auto-anticorps responsables de résultats faux positifs en test ELISA, par
réactions croisées entre les anticorps anti-B2GPI et les anti PF4-héparine. Contrairement a la TIH de
type 2 ou les anticorps dirigés contre le complexe PF4-héparine activent le FCyRII plaquettaire via
leur fragment Fc, I'effet des anti-B2GPI est dicté par leur fragment Fab qui permet la dimérisation de la

B2GPI et 'augmentation de son affinité pour les membranes plasmatiques [4, 16].
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8. Activation des cellules endothéliales
Physiologiquement, les cellules endothéliales ont des propriétés anticoagulantes empéchant la
formation inappropriée d’un caillot dans la lumiére vasculaire. Plusieurs études montrent que les APL
sont capables d’abolir cet effet anticoagulant en activant les cellules endothéliales et méme leur
conférer un phénotype pro coagulant en I'absence de toute bréche vasculaire. Les anti-B2GPI peuvent
induire une surexpression de facteur tissulaire et de molécules d'adhésion par les cellules
endothéliales [4, 15, 16]. Le complexe trivalent anti-B2GPIl/dimére de B2GPI interagirait avec
'annexine A2 au niveau de la membrane des cellules endothéliales [15]. Les récepteurs toll-like (TLR),
récepteurs des endotoxines bactériennes semblent également intervenir comme effecteurs. La
cascade de signalisation se poursuit par I'activation de la p38MAPK, aboutissant a 'augmentation de
I'expression du facteur tissulaire et de molécules d’adhésion. Il est proposé que le complexe anti-
B2GPI/B2GPI inhiberait également la production de monoxyde d'azote (NO) par les cellules
endothéliales. La réduction de la libération de NO s’accompagne d’un dysfonctionnement majeur de
I'endothélium et d’'une altération des interactions avec les leucocytes. Les effets vasculaires qui en

résultent participeraient aux manifestations thrombotiques du SAPL.

9. Activation des monocytes
Au niveau des monocytes, l'activation cellulaire induite par les APL s’accompagne d’'une
surexpression de facteur tissulaire (FT) et de cytokines pro-inflammatoires dont le TNFa. Cette
tendance procoagulante et pro-inflammatoire des monocytes participe activement a la formation de
thromboses retrouvées dans le SAPL. Les complexes anti-B2GPI/B2GPI qui se fixent a la surface des
monocytes vont activer le complexe TLR2-4/annexine A2. La transduction du signal se poursuit par

I'activation de la p38MAPK puis par I'expression de FT et de TNFa [4, 16].

IX- Lupus anticoagulants

Les anticoagulants circulants lupiques (LA) sont des anticorps antiphospholipides caractérisés par leur
action anticoagulante in vitro, c’est a dire leur capacité a allonger le temps des tests de coagulation,
en particulier ceux dépendant de la présence de phospholipides [2, 11]. Bien qu’ils soient
anticoagulants in vitro, les LA favorisent les thromboses in vivo. Le terme retenu par les experts
internationaux est celui de lupus anticoagulants et correspond aux anticorps dénommés anticorps
anti-prothrombinase, anti-thromboplastine, et anticoagulants circulants lupiques. Les LA sont a
I'origine d’'un phénoméne d’allongement variable des tests de coagulation in vitro. L’allongement n’est

pas dd a des anticorps dirigés contre des facteurs de la coagulation (inhibiteurs).

1. Recommandations pour le diagnostic des lupus anticoagulants
Les APL ayant une activité LA, allongent in vitro les tests de coagulation dépendant des
phospholipides. Ces APL rentrent en compétition avec les facteurs Xa et Va lors de la fixation aux
phospholipides nécessaires a la formation du complexe prothrombinase se traduisant par une baisse

de génération de thrombine et un allongement des tests de coagulation in vitro.
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Les criteres de I'ISTH pour la détection des lupus anticoagulants [3, 4] :

- allongement des tests dépendants des phospholipides. 2 tests différents doivent étre utilisés (dRVVT
et TCA sensibilisé) ;

- mise en évidence d’une activité inhibitrice par test du mélange. Un mélange avec un pool témoin au
1:1 doit étre utilisé sans incubation ;

- mise en évidence de la dépendance en phospholipides. Un test de confirmation doit étre mis en
place avec augmentation de la concentration en phospholipides ;

- exclusion d’une coagulopathie concomitante avec la découverte de LA par le dosage des facteurs de

la coagulation.

2. Tests de dépistage
La détection des LA dans le plasma repose sur une démarche en plusieurs étapes passant par un
dépistage simple basé sur des tests d’hémostase de routine, puis par des tests plus spécifiques
recommandés par I'lSTH [2, 3]. La premiere étape consiste en un dépistage par la recherche d’un
allongement du temps de coagulation lors de tests faisant intervenir des phospholipides. Il est
indispensable de garder en mémoire que les traitements anticoagulants allongent les tests de

dépistage et il est nécessaire de prendre quelques précautions lors de I'interprétation.

a. Temps de céphaline activé

Le temps de céphaline activé (TCA) est le temps de coagulation d’'un plasma décalcifié qui utilise des
phospholipides (céphaline) et un activateur (silice). Le chronométre est déclenché au moment de
I'ajout de calcium. Un rapport du temps du patient et d’'un plasma témoin supérieur a 1,2 est considéré
anormal. Il permet de dépister entre 50 et 70% des LA. La sensibilité varie en fonction du réactif et de
la composition en phospholipides. Les phospholipides sont dilués dans certains tests pour augmenter
la sensibilité aux anticorps antiphospholipides. Les réactifs peuvent étre différents suivant les
laboratoires d’hémostase, les résultats de laboratoires différents peuvent donc diverger et ne sont pas
comparables. Lors d’'un syndrome inflammatoire, une augmentation du FVIII peut affecter la sensibilité
du test et peut masquer un LA de faible activité. Un TCA normal n’exclut pas la présence de LA.
Devant une forte suspicion clinique de SAPL, il faut poursuivre les investigations méme si le TCA est

normal.

b. Temps de thromboplastine diluée

Le temps de Quick réalisé en excés de thromboplastine tissulaire est rarement perturbé par la
présence de LA. Le temps de thromboplastine diluée (TTD), encore appelé taux de prothrombine dilué,
permet de sensibiliser le temps de Quick avec une thromboplastine diluée généralement au 500°™ et
permet de détecter la présence d’'un LA. Cette technique peu spécifique est perturbée par I'héparine,
la diminution d'un facteur exploré par le temps de Quick (VII, X, V, Il), une hyperfibrinogénémie, la

présence d’un anticorps anti facteur (inhibiteur).
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c. Temps de venin de vipére Russell

Le temps de venin de vipére Russell (dRVVT) fait intervenir un venin de serpent activateur du FX en
présence de phospholipides. Cette technique est plus spécifique que le TCA et le TTD, elle n’est
perturbée ni par I'héparine, ni par la diminution d’un facteur situé en amont du FX (VII, VIII, IX, XI,

prékallikréine, kininogéne), ni par un inhibiteur dirigé contre un de ces facteurs.

3. Mise en évidence d’une activité inhibitrice
Devant I'allongement d’'un ou plusieurs tests de dépistage, la mise en évidence de la présence d’'un
inhibiteur de la coagulation nécessite la réalisation d’'une épreuve de mélange avec un pool de plasma
normal, en étudiant la correction du temps de coagulation. L’absence de correction du temps de
coagulation du mélange, ou sa correction seulement partielle, signe la présence d’un inhibiteur de la
coagulation. Au contraire, la normalisation du mélange est en faveur d’'un déficit touchant I'un des
facteurs explorés par le test. La correction du TCA est quantifiée par I'indice de Rosner, la correction

du TTD ou du dRVVT par le calcul de rapports.

Rosner TTD dRVVT
Rapport R TCA (mélange - témoin)*100/TCA patient | mélange/témoin | mélange/témoin
Résultat négatif <12 <1,10 <1,10
Résultat douteux 12-15 1,10 -1,20 1,10 -1,20
Résultat positif >15 >1,20 >1,20

Tableau 3 Mise en évidence d’une activité inhibitrice par le test du mélange et le calcul d’un rapport [11].

4. Confirmation de la dépendance en phospholipides
Avant d’affirmer qu’il s’agit d’'un LA, il est indispensable de démontrer la dépendance en
phospholipides. Cette étape est nécessaire pour différencier les anticoagulants circulants lupiques
d’un anticorps anti-facteur de la coagulation. Elle consiste a réaliser une seconde fois les tests de
dépistage initialement anormaux, en augmentant la concentration en phospholipides des réactifs, afin
de neutraliser au moins partiellement I'inhibiteur de la coagulation. En présence d’'un apport important
de phospholipides, un raccourcissement du temps de coagulation traduit la présence d’anticoagulants

circulants lupiques.

5. Exclusion d’une coagulopathie associée
Méme en présence d’'un LA, il faut éliminer les déficits en facteur pouvant allonger le temps de
coagulation sur les tests de dépistage. Devant un allongement trés marqué du TCA, il faut éliminer un
déficit en facteurs VIII, IX, XI (éventuellement pour rester systématique, les FXIl et contacts, non
associés a un risque hémorragique). Devant une perturbation importante du TTD ou du dRVVT, il faut
éliminer un déficit en facteurs Il, V, X, VII. Devant un allongement concomitant du TQ et du TCA, il
faut exclure I'éventualité rare d'un déficit acquis en prothrombine associé a un LA, qui peut

s’accompagner d’'un grave syndrome hémorragique. Le « LA hypoprothrombinemia syndrome » est d(
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a la présence d’anticorps anti-prothrombine responsables d’'une épuration rapide des complexes

antigene-anticorps.

6. Effets des traitements anticoagulants sur les tests d’hémostase

L’interprétation des tests de recherche de lupus anticoagulant peut s’avérer difficile chez les patients

qui regoivent un traitement anticoagulant. Différents traitements sont répertoriés dans le tableau avec

leurs effets sur les tests d’hémostase. Il est admis que les traitements anticoagulants n’interférent pas

avec la recherche d’anticorps anticardiolipides et anti-B2GPI.

Lupus Inhibiteurs | Inhibiteurs
anti- Héparine | HBPM | Fondaparinux AVK directs du | directs du
coagulant Flla® FXa®
Normal ou Normal
TP Normal Normal | 7 +7
+ oux
Normal ou £ | Normal ou
TCA 7 ? ? 7 +
2 2
TT Normal ? + Normal Normal ? Normal
dRVVT ? r & + Normal ? r & »
Test du Non Non Non ) ) Non Non
; o o o Non corrigé | Correction . ]
mélange corrigé corrigé corrigé corrigé corrigé
Activité
Normale | ? 7 Normale Normale ?
Anti-Xa

Tableau 4 Effets des traitements anticoagulants sur les tests d’hémostase, effets susceptibles d’interférer
avec la recherche de lupus anticoagulants [3].

 Lépirudine, bivalirudine, désirudine, argatroban, dabigatran.

® Rivaroxaban, apixaban, edoxaban.
¢ La plupart des tests dRVVT commercialisés contiennent un agent neutralisant I’héparine pour une activité plasmatique anti Xa < 1UI/mL.
¢ Aucunes données pour désirudine et dabigatran étexilate.

¢ Rivaroxaban.
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7. Précautions
De maniére optimale, les tests de dépistage devraient étre réalisés lorsque le patient est cliniquement
stable, a distance d’'un épisode aigu. L’interprétation des résultats de laboratoire peut étre difficile
lorsque les tests sont réalisés précocement lors d’'un épisode de thrombose, une élévation du
fibrinogene et du FVIII pouvant influer sur les tests. La positivité d’'une recherche de LA impose de la
renouveler 12 semaines plus tard au minimum, pour en préciser le caractére transitoire ou persistant.

Le résultat est strictement qualitatif et il n’est pas encore possible de les quantifier précisément.

a. Plaquettes résiduelles :
Les plaquettes peuvent libérer des phospholipides qui pourraient neutraliser I'activité d’un éventuel LA.
Le plasma doit présenter une quantité de plaquettes < 10G/L (plasma obtenu par double

centrifugation ou filtration).

b. Héparine :

Le temps de thrombine est réalisé pour rechercher la présence d’héparine interférant avec la
recherche des LA. L’héparine allonge le temps de thrombine, alors que les lupus anticoagulants ne
lallongent pas. La plupart des tests dRVVT commercialisés contiennent un agent neutralisant

I’héparine pour une activité plasmatique anti Xa < 1Ul/mL.

c. Antagonistes de la vitamine K :
La recherche de LA n’est pas conseillée chez des patients prenant des antagonistes de la vitamine K.
Toutefois, elle peut étre réalisée avec le dRVVT aprés mélange au 1: 1 avec un plasma témoin

(lorsque I'INR est compris entre 1,5 et 3). Elle n’est pas recommandée lorsque I'INR est supérieur a 3.

X- Anticorps anti-cardiolipides

Le cardiolipide (terme frangais) ou cardiolipine (terme anglais) est un phospholipide anionique présent
dans la membrane interne des mitochondries, absent de la membrane des plaquettes et des cellules
endothéliales [11]. La cible antigénique des anticorps anti-cardiolipides (aCL) est en réalité un
complexe cardiolipine-cofacteur-sérique. La 2-glycoprotéine | ou apolipoprotéine H, est le principal
cofacteur des cardiolipides. Les anticorps anti-cardiolipides sont recherchés par technique ELISA [2].
Les premiers tests ELISA mis au point pour mettre en évidence la présence d’anticorps
antiphospholipides utilisaient la cardiolipine comme antigene cible. Les différentes tentatives de
standardisation sont pratiquées en utilisant la cardiolipine comme antigéne cible. En fonction du
standard proposé par Harris, les tests ELISA détectent les aCL d’isotype Ig G (quantifiés en unité GPL,
isotype G phospholipid) et Ig M (quantifiés en unités MPL, isotype M phospholipid). Selon les
recommandations de la conférence de consensus de Sydney, un test ne peut étre retenu pour les

géme

criteres de classification du SAPL que si son titre est > 40 UGPL ou MPL ou > 9 percentile [2]. Au
cours du SAPL, les aCL reconnaissent un complexe cardiolipine/cofacteurs. Les solutions de
saturation et de dilution des tests ELISA doivent contenir du plasma d’origine animale afin d’apporter

les cofacteurs nécessaires a la réactivité de ces anticorps. Les aCL observés le plus souvent de fagon
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transitoire au cours de pathologies infectieuses ne sont pas dépendants de la présence de cofacteurs
dans le milieu réactionnel, et réagissent avec la cardiolipine seule. Les tests ELISA aCL ne permettent
pas de distinguer les aCL présents au cours du SAPL de ceux induits au cours des pathologies
infectieuses. Il est nécessaire de réaliser d’autres tests dont la recherche d’anti B2-glycoprotéine | et
de répéter les tests a 12 semaines d’intervalle afin de confirmer au plan biologique le SAPL. Malgré
I'utilisation des standards de Harris, les réactifs utilisés pour le dosage des aCL par ELISA utilisent
des tampons différents. lls existent de grandes variabilités entre les réactifs commercialisés. Il est
donc important de tenir compte de cette variabilité pour interpréter une variation de taux chez un
malade ou pour interpréter des valeurs proches du seuil de positivité. De plus, il est recommandé de
suivre un patient dans le méme laboratoire et si possible avec les mémes réactifs. 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 lésions de vascularite. lls sont rarement présents de

fagon isolée. Leur intérét est faible ; ils ne sont pas utilisés a des fins diagnostiques.

Xl- Anticorps anti-B2GPI

Parmi les APL, ceux qui semblent étre principalement responsables de manifestations thrombotiques,
sont dirigés contre la 2GPI [11]. La B2GPI est une apolipoprotéine présente dans le plasma de sujets
sains. Elle est constituée d’'une seule chaine polypeptidique de 326 acides aminés organisée en 5
domaines « sushi » de 60 acides aminés. La B2GPI présente une forte affinité pour les molécules
chargées négativement comme I'ADN, I'héparine, et les phospholipides anioniques comme la
phosphatidylsérine. La liaison aux phospholipides anioniques se fait principalement sur le cinquiéme
domaine qui présente deux résidus Lys en position 305 et 317. La B2GPI existe sous deux états
conformationnels, I'un circulaire et circulant dans le plasma et I'autre ouvert et lié¢ aux phospholipides.
Parmi les anticorps anti-B2GPI, seuls ceux dirigés contre le domaine | de la protéine sont fortement
associés a un risque thrombotique. L’épitope reconnu par le Fab de ces anticorps, est cryptique en
position circulaire de la B2GPI. Il est accessible quand la B2GPI est déroulée et fixée a une surface
anionique. A cela, s’ajoute un phénoméne de dimérisation de la B2GPI, a l'origine d’une plus forte
affinité des complexes antigéne-anticorps pour les surfaces anioniques. La dimérisation de la B2GPI
induite par les APL serait responsable des manifestations cliniques du SAPL. Les mécanismes
impliqués sont la perturbation des inhibiteurs physiologiques de la coagulation, I'inhibition du systéme
fibrinolytique, I'activation des plaquettes, des cellules endothéliales et des monocytes. Si la B2GPI est
le principal cofacteur des aCL, imposant sa présence pour la recherche d’anticardiolipides (aCL), elle
est aussi reconnue in vitro par des anticorps. La mise en évidence des anticorps anti-B2GPI requiert
l'interaction de la B2GPI avec un support chargé négativement, la microplaque utilisée en technique
ELISA [2]. Les tests ELISA pour la détection des anticorps anti-B2GPI utilisent comme antigéne la
B2GPI et détectent les anticorps d’isotype 1gG ou IgM. Selon les recommandations de la conférence

de consensus de Sydney, un test est positif si son titre est > 99°™ percentile. Ces tests n'étant pas
standardisés, il est préférable de suivre les patients dans un méme laboratoire. La recherche des

anticorps anti-B2GPI d’isotype IgA n’est pas recommandée. Les données actuelles de la littérature ne
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permettent pas de déterminer si leur présence seule est un facteur de risque indépendant

d’événement thrombotique dans le SAPL.

Xll- Les anticorps anti-phosphatidyléthanolamine

Les anticorps anti-phosphatidyléthanolamine nécessitent la présence de cofacteurs plasmatiques,
dont le kininogéne de haut poids moléculaire, pour interagir avec les phospholipides dans les
réactions des tests ELISA. Leur présence est le plus souvent associée a celle des aCL, LA, et anti p2-
glycoprotéine |. Leur recherche peut étre intéressante dans les contextes cliniques évocateurs de

SAPL en I'absence des anticorps classiquement recherchés, mais font encore I'objet d’évaluation [11].

Xlll- Les anticorps anti-prothrombine

Les anticorps anti-prothrombine comprennent des anticorps reconnaissant la prothrombine seule ou
un complexe phosphatidylsérine-prothrombine. Si leur présence n’est pas spécifique du SAPL, leur
présence semble corrélée a celle du LA.

La corrélation entre leur présence et les manifestations cliniques de SAPL n’est pas démontrée. Leur

recherche peut se faire par technique ELISA mais n’est pas recommandée en premiéere intention [11].

XIV- Risque thrombotique et anticorps antiphospholipides

Bien que la découverte fortuite d’anticorps antiphospholipides (APL) soit un événement courant, peu
de données sont disponibles sur le risque thrombotique des sujets sains présentant des APL isolés.
Le risque thrombotique chez des sujets sains chez qui I'on découvre de maniére fortuite un APL parait
faible, au moins chez les sujets dont le caractére persistant de la biologie n’est pas démontré [2]. Un
premier épisode thromboembolique est rare chez les porteurs d’APL isolés. Une étude pratiquée sur
178 patients porteurs asymptomatiques d’APL, montre qu’aucun d’entre eux ne présente d’épisode de
thrombose sur une période de 36 mois. Dans une étude sur 552 donneurs de sang, aucun épisode
thrombotique n’a été noté sur une période de 12 mois chez les patients porteurs d’anticardiolipides. Il
est établi que les patients les plus a risque de thrombose sont ceux présentant un profil a haut risque
(voir tableau), un lupus associé, des facteurs associés de risque cardiovasculaire (tabagisme,
hypercholestérolémie, hypertension artérielle). Dans une méta-analyse compilant 25 études et plus de
7000 patients, le risque de thrombose moyen est multiplié par 1,6 en présence d’anticardiolipides et
par 11 en cas d’anticoagulant de type lupique (LA). La positivité du LA multiplierait par 48 le risque
d’'ischémie cérébrale et par 11 le risque d’infarctus du myocarde. La positivité des anti-B2GPI isolés
double le risque d’ischémie cérébrale sans modifier le risque d’infarctus du myocarde. Chez les
patients lupiques le risque serait essentiellement lié a la présence de LA. Une publication pratiquée
sur 104 patients sur une période moyenne de 4-5 ans, triple porteurs d’anticorps (anticorps de type
lupique, anti cardiolipides, et anti-p2GPI), fait état de 25 cas de premier épisode thromboembolique
[14]. L’équipe de Urbanus a montré que chez les patientes présentant un anticoagulant de type
lupique, le risque d’ischémie double chez les fumeuses et il est multiplié par 7 sous contraception

orale. Toutes les patientes ayant présenté un infarctus du myocarde étaient fumeuses [14].
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Risque élevé -Anticoagulant de type lupique (LA)
-Association de plusieurs APL (LA + anticardiolipides + anti-B2GPI)

-Titres persistants d’APL a taux élevé ou moyen

Risque faible -Titres intermittents et isolés d’anticardiolipides

-Titres intermittents et isolés d’anti-p2GPI a taux faible

Tableau 5 Risque thrombotique suivant le profil d’anticorps antiphospholipides [18].

Ces études montrent l'intérét du profil d’APL et mettent en évidence le risque majoré de thrombose

par 'accumulation des APL.

XV- Prévention et prise en charge des thromboses

Le SAPL est une thrombophilie acquise dont le risque de récidive est élevé en I'absence de traitement.
L’anticoagulation prolongée comporte des risques de saignements potentiellement graves et d’autant
plus élevés que I'INR (international normalised ratio) est haut. Elle nécessite des contrbles sanguins
réguliers contraignants [19]. Les recommandations répertoriées sont basées sur les conclusions du
138me congrés international de Galveston sur les anticorps antiphospholipides. La force des
recommandations est cotée 1 (élevée, correspondant a « nous recommandons ») ou 2 (faible,
correspondant a « nous suggérons »). Le niveau de preuve est coté de A (élevé) a C (faible), voire

non coté quand les recommandations ne reposent que sur I'expérience des auteurs [18].

1. Patients asymptomatiques ayant des APL
La persistance d’APL chez des patients sans antécédent d’épisode thromboembolique pose la
question de linitiation ou non d’un traitement prophylactique primaire [2, 14]. Les études de prévention
primaire des sujets sains asymptomatiques chez qui sont découverts des APL de maniére fortuite sont
peu démonstratives. Les recommandations actuelles proposent un contrdle strict des facteurs de
risque cardiovasculaires (tabagisme, hypercholestérolémie, hypertension) et une prophylaxie
thrombotique par héparine de bas poids moléculaire (HBPM) préventive dans les situations a risque
(chirurgie, grossesse, immobilisation, vol long courrier) (1C). Les auteurs suggérent que les patients
ayant un profil d’APL a haut risque (et plus particulierement ceux avec d’autres facteurs de risque de

thrombose) aient une prophylaxie par aspirine a dose antiagrégante (2C).

2. Patients lupiques ayant des APL
Les patients lupiques devraient étre suivis régulierement pour la recherche d’APL. La découverte
d’APL asymptomatiques dans [I'évaluation du lupus érythémateux systémique fait généralement
proposer I'aspirine pour la prévention primaire des thromboses. Les auteurs recommandent que les
patients porteurs d’APL persistants @ un taux moyen ou élevé, recoivent une prophylaxie par

hydroxychloroquine (1B) et suggérent de I'aspirine a dose antiagrégante (2B).
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3. Thrombose avec des APL transitoires ou faibles (non SAPL)
Les auteurs recommandent que les patients ayant une thrombose artérielle ou veineuse et des APL
ne remplissant pas les critéres de classification pour le SAPL (APL transitoires ou faibles) soient pris

en charge de la méme fagon que s’ils n'avaient pas d’APL (1C).

4. SAPL

Les auteurs recommandent que les patients ayant un SAPL défini et un premier épisode de
thrombose veineuse, regoivent un traitement par antivitamine K (AVK) avec un objectif d’INR
(international normalised ratio) entre 2 et 3 (1B). Les patients ayant un SAPL défini et un premier
épisode de thrombose artérielle devraient étre traités par AVK avec un objectif d'INR > 3 ou par
aspirine a dose antiagrégante et AVK avec un objectif d’'INR entre 2 et 3 (non coté du fait d’'un
manque de consensus).

Les patients non lupiques, ayant un premier épisode d’AVC (emboles d’origine cardiaque exclus) avec
un profil d’APL a faible risque et ayant un facteur déclenchant réversible, pourraient étre traités par
aspirine a dose antiagrégante.

Les auteurs recommandent que les patients ayant un SAPL défini avec thrombose soient traités de
fagon indéfinie par anticoagulants (1C). En cas de premier épisode de thrombose veineuse avec un
profil d’APL a faible risque et avec un facteur déclenchant identifié et transitoire, I'anticoagulation

pourrait étre limitée a une période de 3 a 6 mois.

5. SAPL obstétrical
Une étude rétrospective de femmes atteintes d’'un SAPL purement obstétrical est en faveur d’'une
prophylaxie primaire par aspirine. En prévention secondaire au cours d’'un SAPL, lorsqu’une patiente
est enceinte, le traitement AVK doit étre rapidement remplacé par une association aspirine plus

héparine.

6. SAPL catastrophique

Le traitement repose sur I'association précoce d’une anticoagulation efficace, d’'une corticothérapie,

d’échanges plasmatiques et d’éventuelles perfusions d'immunoglobulines.

7. Cas difficiles ou résistants
Pour les patients dont la prise en charge est difficile du fait de thromboses récidivantes, de
fluctuations de I'INR, de saignements majeurs ou de risque important de saignements graves, les
alternatives thérapeutiques pourraient comporter les traitements par HBPM au long cours,

I'hydroxychloroquine ou les statines.
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B. Test de génération de thrombine

Le test de génération de thrombine ou thrombinographie, consiste a activer la coagulation ex vivo par
un activateur et a mesurer la concentration de thrombine au cours du temps. La thrombinographie ne
doit pas étre confondue avec I'étude de la génération de thrombine in vivo. Cette derniere est réalisée
par la mesure de la concentration plasmatique de marqueurs en relation avec 'activation du systéme

(fragments 1-2 de la prothrombine, complexes thrombine-antithrombine, D-diméres) [20].

. Exploration de la coagulation et limites des tests courants.

L’hémostase maintient un équilibre entre les mécanismes qui permettent I'arrét des hémorragies lors
d’une rupture de la paroi vasculaire et ceux qui limitent I'extension du caillot. La moindre perturbation
au sein du systéme hémostatique peut faire pencher la balance vers un état d’hyper ou
d’hypocoagulabilité. Les tests courants de laboratoire (TP, TCA) mesurent le temps nécessaire a
I'apparition de filaments de fibrine dans le plasma aprés activation de la coagulation. Ces tests se
révélent peu sensibles pour les troubles hémorragiques Iégers et sont incapables de détecter les états
d’hypercoagulabilité [20]. De plus, des doses faibles d’HBPM (ou d’autres anticoagulants) peuvent ne
pas allonger les tests classiques. Une batterie de tests supplémentaires est donc nécessaire pour
évaluer les facteurs procoagulants et les inhibiteurs physiologiques. Le manque de sensibilité de ces
tests s’explique par une exploration limitée a I'étape initiale de la coagulation. La gélification du
plasma est due a la polymérisation de la fibrine qui ne nécessite qu’une faible quantité de thrombine.
La majeure partie de la thrombine se forme ultérieurement au sein du caillot et échappe aux tests de
coagulation classiques. Le travail thrombinique est en effet réalisé a plus de 95% apres la gélification
du sang. L'inhibition de la coagulation est pour I'essentiel postérieure a la fin de la phase d'initiation et

n’est donc pas perceptible dans son ensemble par les temps de coagulation [21].

Il. Réles physiologiques de la thrombine

La thrombine est la pierre angulaire de la coagulation. Elle est le produit de la conversion de la
prothrombine par le complexe prothrombinase (FXa, FVa, ca”, phospholipides). Le réle central de la
thrombine est de catalyser la protéolyse du fibrinogéne en fibrine pour former le caillot. L’absence de
thrombine est incompatible avec la vie ; I'action excessive est a l'origine de formation de fibrine
polymérique qui se dépose dans la lumiére des vaisseaux. Dans la plupart des thrombi, il existe une
composante fibrineuse : cette composante est considérée comme prépondérante dans la thrombose
veineuse, et comme déterminante dans le caractére occlusif de la thrombose artérielle dont 'amorce
est plaquettaire. La thrombine est capable d'exercer de nombreuses fonctions par activations
enzymatiques en cascade. Elle est capable de convertir par protéolyse le fibrinogéne en fibrine
(libération de fibrinopeptides A et B), d’activer les plaquettes, les FV, FVIII, FXI, FXIl, la protéine C et
l'inhibiteur de la fibrinolyse (TAFI) [22]. Ce systéme est finement régulé : la thrombine dans un premier

temps amplifie sa formation, et secondairement déclenche son systeme inhibiteur dynamique
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(systéme de la protéine C). En outre, agissent les inhibiteurs stoechiométriques, dont le principal est
I'antithrombine. Enfin, une partie de la thrombine est piégée dans le caillot, adsorbée au réseau de
fibrine [21].
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Figure 1 : Réle central de la thrombine [23].

Physiologiquement, le systéme hémostatique est mis en action par la bréche vasculaire et reste
localisé. La thrombine n'a pas de domaines de liaison aux phospholipides chargés négativement, elle
peut diffuser et rencontrer des inhibiteurs comme I'antithrombine. Le déroulement de la coagulation in
vivo peut étre décomposé en plusieurs temps [24, 25] :

1. Initiation : lors d’une bréche vasculaire, l'interaction entre le facteur tissulaire et le facteur VII
déclenche l'activation du systéme hémostatique par I'activation des FIX et FX. Le FXa génére alors de
petites quantités de thrombine (= 4% du total).

2. Propagation : les premiéres traces de thrombine activent a leur tour les plaquettes, les FV et FVIII,
provoquant une accélération du processus de coagulation. Le complexe ténase (FIXa, FVllia,
phospholipides plaquettaires) est le principal activateur du FX. Le complexe prothrombinase génére
de maniére explosive la thrombine.

Pour éviter de basculer vers la thrombose, le systéme est auto limitant. La thrombine a une action sur
le systéeme d’inhibition. La protéine C est activée par la thrombine en présence de thrombomoduline.

La protéine C activée, associée a la protéine S, dégrade les cofacteurs Va et Vllla.
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Figure 2 : activation de la coagulation et boucles d’amplification [23].

lll. Historique de la thrombinographie

La génération de thrombine in vitro a été utilisée il y a un demi-siécle pour étudier la coagulation
défectueuse notamment chez les hémophiles et les thrombocytopénies. Elle a été ensuite totalement
supplantée par les temps de coagulation, tests dits en un temps. Elle a été ensuite réadaptée par
Hemker et al pour mesurer la capacité du sang a générer et inhiber de la thrombine. Les groupes de
Kenneth Mann et Harold Roberts ont aussi contribué a faire renaitre cette approche par I'étude des
surfaces cellulaires et des plaquettes [21]. Les mesures, dites en subsampling, consistent en la
détermination de I'activité thrombinique, historiquement sur son substrat physiologique, le fibrinogéne,
puis sur des substrats artificiels, dits amidolytiques-chromogeénes ; ou par ELISA de marqueurs du
méme type que ceux utilisés pour I'exploration in vivo, comme les complexes de stoechiométrie 1 : 1
« thrombine-antithrombine ». Une amélioration capitale a été apportée par le recours a la

fluorescence qui sera mesurée in situ dans le plasma pendant toute la cinétique.

IV. Principe de la thrombinographie

L'objectif est de suivre quantitativement la cinétique compléte de la thrombine pour établir le
phénotype, c’est a dire la réactivité et le potentiel du systtme de coagulation du sujet. Aprés un
certain délai, représentant I'initiation de la coagulation, la concentration de thrombine augmente de
fagon explosive dans le plasma. Une phase de décroissance s’observe ensuite en raison de

l'inactivation de la thrombine par ses inhibiteurs physiologiques. La thrombinographie est considérée
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comme une approche fonctionnelle du systéme hémostatique. Elle est le suivi complet, en
fluorescence, de la concentration en thrombine active dans un échantillon de plasma, en réponse a un
stimulus approprié et calibré. Elle permet d’établir un phénotype biologique intégrant les mécanismes
moléculaires élémentaires, les interactions complexes et les influences environnementales. Elle prend

en compte tous les inhibiteurs de la coagulation dans le sang circulant.

1. Génération de thrombine calibrée automatisée
Actuellement, quatre tests sont sur le marché. Endogenous Thrombin Potential Assay® et Pefakit-
TDT® utilisent des substrats de thrombine chromogéniques et sont adaptés aux plasmas pauvres en
plaquettes. Technothrombin TGA® et le Calibrated Automated Thrombin Generation Assay® de
Hemker utilisent un substrat fluorescent pour la détection de thrombine [26]. Développée par Hemker
et al, la méthode continue consiste a mesurer la cinétique de I'activité thrombinique par méthode
fluorimétrique dans un seul échantillon [24]. Le substrat fluorescent est ajouté directement au plasma.
Il ne doit pas avoir d’affinité trop élevée pour la thrombine, sinon il agirait comme inhibiteur compétitif
des antithrombines plasmatiques et ménerait a une surestimation du potentiel thrombinique endogéne.
La coagulation est déclenchée par recalcification d’'un plasma pauvre en plaquettes (PPP), en
présence d'une faible concentration de facteur tissulaire recombinant humain [27]. Un substrat
fluorigéne de la thrombine Z-Gly-Gly-Arg-AMC est associé pour suivre la concentration de thrombine
au cours du temps. Les réactions sont réalisées dans des plaques 96 puits en polypropylene a fond
rond. Les mesures sont réalisées dans le fluorimétre Fluoroskan (Thermolabsystems) a I'aide d’'un
logiciel dédié Thrombinoscope (Calibrated Automated Thrombogram®). La fluorescence est
enregistrée avec une longueur d’'onde d’excitation a 390nm et d’émission a 460nm toutes les 15s.
Dans les méthodes fluorimétriques, la vitesse de formation du produit ne dépend pas uniquement de
la concentration en thrombine formée. Les sources de variation sont les suivantes :
- épuisement du substrat ;
- effet de filtre interne (les molécules fluorescentes peuvent absorber une partie du rayonnement) ;

- couleur du plasma : ictére, hémolyse.

2. Calibration
Hemker a établi qu’il était nécessaire d’avoir recours a un calibrant pour chaque plasma étudié. Un
calibrant est donc ajouté au plasma étudié pour corriger les effets de consommation du substrat, de
filtre interne ainsi que linfluence de facteurs optiques intrinséques au plasma, appareillage,
consommables. Il permet de convertir les unités de fluorescence obtenues en concentration molaire
de thrombine active. Le calibrant est constitué de thrombine en quantité connue, complexée a de I'a,-

macroglobuline. Ce complexe agit sur le substrat fluorigéne sans faire coaguler le plasma.

3. Courbe de génération de thrombine

La cinétique de la réaction comporte 3 phases : la phase d’initiation aboutissant a la formation des
premiéres traces de thrombine; la phase de génération rapide de thrombine (complexe

prothrombinase pleinement actif) ; la phase d’extinction, ou I'effet des inhibiteurs devient exclusif. Le
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potentiel thrombinique (aire sous la courbe) renseigne sur la quantité de travail que la thrombine est
capable d’accomplir dans le sang qui coagule a son voisinage.

La courbe de génération de thrombine est décrite par les principaux paramétres :

A. Initiation, temps de latence ou lag time : durée comprise entre le déclenchement de la réaction et le
début de la formation du caillot (10 nM de thrombine).

B. Peak height ou Cmax : concentration maximale de thrombine observée.

C. Temps pour atteindre la concentration maximale de thrombine ou time to peak : durée comprise
entre le déclenchement de la réaction et le point de concentration maximale de thrombine.

D. Potentiel endogene de thrombine (ETP) : aire sous la courbe, représentant la quantité totale de
thrombine générée.

E. Vitesse de propagation ou index de vélocité : pente de la droite de formation explosive de la

thrombine.

Thrombine (nM)

0 o T 20 30 40 50
Temps (min)

Figure 3 : paramétres du thrombinogramme.

(A) initiation (min). (B) concentration maximale de thrombine (nM). (C) temps pour atteindre la
concentration maximale en thrombine (min). (D) potentiel endogéne de thrombine (nM.min). (E) pente
maximale de génération de thrombine [27].

4. Avantages de la méthode continue
Cette approche est caractérisée par des conditions d’exécution du test bien définies et reproductibles.
La répétabilité et la reproductibilité intra-site dans ces conditions, sont inférieures a 10% [21, 28].
L’enregistrement de I'activité thrombinique est réalisée au cours du temps sur un substrat artificiel et
quantifiée grace a un calibrant. Le fluorimétre permet la lecture quasi simultanée de plusieurs cupules

réactionnelles. Le logiciel Thrombinoscope® transforme grace a la courbe obtenue avec le calibrant,
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l'intensité de fluorescence en concentration de thrombine active. Par rapport aux temps traditionnels,

le milieu est peu dilué.

5. Influence de I’age
Les valeurs moyennes d’ETP, du pic, et de la vitesse de propagation sont significativement plus
élevées dans le groupe des adultes que dans celui des enfants. Les valeurs de ces paramétres
augmentent régulierement avec I'age, avec une différence significative (p < 0,001) entre le groupe des
adultes et des enfants [29]. Ceci pourrait s’expliquer par les paramétres de la coagulation suivant I'age,
certains des facteurs procoagulants et anticoagulants étant en quantité plus faible que chez I'adulte.
Ces différences pourraient induire une variation plus grande dans la capacité de génération de

thrombine dans un systéme sensibilisé par de faibles concentrations en facteur tissulaire.

6. Limites de la thrombinographie
Tous les aspects du fonctionnement du systéeme hémostatique ne sont pas explorés, notamment
'adhérence plaquettaire initiale au sous endothélium, la réactivité des plaquettes aux agonistes
comme le collagéne, l'action de la plasmine (enzyme clé du systéme fibrinolytique) [21]. Les
conditions expérimentales ne prennent pas en compte la participation endothéliale dans I'inhibition de

la thrombine.

7. Potentiel thrombinique et sensibilité a la protéine C activée
La sensibilité a la PCa peut étre étudiée avec une gamme de concentration de PCa ajoutée au
plasma étudié, en tragant une courbe d’inhibition du potentiel thrombinique endogéne. La sensibilité a
la PCa peut étre évaluée par la concentration induisant une réduction de 50% du potentiel

thrombinique endogéne IC50 [27].

8. Standardisation des résultats

Une étude multicentrique montre que l'utilisation d’'un plasma de référence est utile pour normaliser
les résultats et réduire les variations inter-laboratoires [26]. Les plasmas de référence servent de

dénominateur pour le calcul d’un ratio normalisé, permettant les comparaisons inter laboratoires.

V. Applications cliniques de la thrombinographie

L’intérét de la thrombinographie pour les principales thrombophilies constitutionnelles ainsi que pour
les déficits constitutionnels en facteurs de la coagulation, est établi par plusieurs équipes [27]. Il existe

une cohérence entre le test in vitro et la clinique, qu’il s’agisse de saignement ou de thrombose.

1. Thrombophilie

La mesure de la génération de thrombine est un test capable de détecter les états
d’hypercoagulabilité. Il existe une cohérence trés encourageante entre le phénotype biologique

proposé et les connaissances actuelles sur les thrombophilies constitutionnelles.
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Une étude Autrichienne a tenté d’identifier sur 'appareil Technothrombin® (Technoclone) le risque de
récidive thromboembolique. L’étude porte sur 914 patients ayant fait un épisode thromboembolique,
suivis 47 mois aprés arrét du traitement par anti-vitamine K. les sujets ayant un pic de génération de
thrombine inférieur a un certain seuil (400 nM) auraient un risque de récidive réduit de 60% [30].

Le déficit en antithrombine et I'hyperprothrombinémie congénitale (mutation G20210A du géne de la
prothrombine) s’accompagnent d’'une augmentation du potentiel thrombinique [24, 31].

En présence de protéine C activée, il est possible de détecter certaines anomalies du systéme de la
protéine C a l'aide de la thrombinographie (déficit en protéine S, résistance acquise ou congénitale a
la protéine C activée) [24, 31-33], mais I'exploration globale du systéme de la protéine C ne peut étre
réalisée qu’en présence de thrombomoduline [20].

Pour les déficits en protéine S ainsi que pour la résistance a la protéine C activée liée a la mutation du
facteur V Leiden, les valeurs de potentiel thrombinique sont le plus souvent dans la gamme des
valeurs des sujets sains, ce sont les valeurs d’IC50-PCa qui different. De nombreux sujets
hétérozygotes V Leiden ont des valeurs dans la zone de celles des volontaires sains, les sujets
homozygotes ont des valeurs d’'IC50-PCa plus élevées (gradient logique en fonction du nombre
d’alleles Leiden). Il existe une dispersion de phénotype qui est connue sur le plan clinique, avec une
hétérogénéité du risque thrombogéne pour cette anomalie [34].

Le risque thrombotique majoré par les contraceptifs oraux pourrait étre expliqué par une augmentation
de la génération de thrombine et un mécanisme de résistance acquise a la protéine C activée [20, 24,
35].

Il est admis que les patients atteints de cancer présentent un fort risque de thrombose veineuse. Des
études montrent une forte corrélation entre un fort potentiel thrombinique endogéne et la survenue de

thrombose veineuse [20].

2. Thrombose artérielle
Le réle de la génération de thrombine est plus évident dans les thromboses veineuses que artérielles.
Des niveaux importants de génération de thrombine (ETP et Cmax) sont associés avec une

augmentation du risque d’accident vasculaire cérébral ischémique, notamment chez la femme [20].

3. Association de plusieurs facteurs de risque de thrombose
Certains résultats suggérent le caractere potentiellement inexact d’'un raisonnement clinique basé sur
l'association de plusieurs facteurs de risque de thrombose chez un individu, pour conclure a un
phénotype plus hypercoagulable qu’avec un seul risque. Pour chaque facteur de risque, il existe une
hétérogénéité phénotypique. La conjonction de deux facteurs ne détermine pas obligatoirement un
phénotype biologique d’allure plus thrombotique que I'un des deux pris isolément. A l'inverse, une
potentialisation peut apparaitre avec deux facteurs. Un phénotypage fonctionnel intégratif est trés
attendu et I’hypothése que la thrombinographie est réellement intégrative se trouve confortée par ces

observations [21].
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4. Déficits en facteur de la coagulation
Les résultats antérieurs a la fluorescence suggérent que des déficits modérés en facteurs de la
coagulation (environ 30%) ne retentissent pas sur le phénotype biologique [36]. Il apparait dans la
littérature que la tendance au saignement devient perceptible dés que 'ETP est inférieur a 20% de la
valeur moyenne [20], pour d’autres, une génération de thrombine inférieure a 30% de la normale
entrainerait un risque hémorragique accru [36]. Les déficits isolés en facteurs de la coagulation
diminuent tous la génération de thrombine [24]. Cependant, la sensibilité de la technique a ces déficits,
en particulier ceux de la voie endogene (facteurs VIII, IX, Xl et Xll), est d’autant plus importante que la
concentration en facteur tissulaire est faible [21]. La thrombinographie pourrait permettre d’établir un
seuil univoque de génération de thrombine en dessous duquel le risque hémorragique est accru. Ceci
permettrait une meilleure prise en charge et une utilisation parcimonieuse des préparations de
facteurs de la coagulation. La génération de thrombine tendrait alors a se normaliser chez les
hémophiles recevant ces traitements, et permettrait d’ajuster les doses des traitements a codlt élevé.
L’apparition d’inhibiteurs de facteurs de la coagulation est une complication majeure des traitements
substitutifs des hémophilies A et B. Le traitement des épisodes hémorragiques chez ces patients
utilise un complexe prothrombinique ou du FVlla (appelés aussi agents bypassants). Actuellement, il
n’existe pas de moyen d’évaluer la réponse du patient a ce traitement. Dans ’hémophilie, le traitement
des saignements (FVII, DDAVP, complexe prothrombinique, FVIlla) serait accompagné de la

restauration de la capacité de génération de thrombine [20, 37].

5. Maladie de Willebrand

Dans la maladie de Willebrand, il est rapporté une diminution de la génération de thrombine. La
génération de thrombine est nettement diminuée sur PRP par rapport au PPP [20]. L’addition de FVIII
ne la normalise pas. D’autre part, la botrocetin (composé induisant la liaison du facteur Willebrand a la

glycoprotéine Gplb plaquettaire) augmente la génération de thrombine [38].

6. Thrombopénies
Les expériences de génération de thrombine sur PRP réalisées par Béguin, montrent que les
plaquettes sont essentielles pour I'apport de surfaces procoagulantes nécessaires aux complexes
ténase et prothrombinase [20]. La thrombine active les plaquettes, provoquant une réorganisation des
phospholipides membranaire (flip-flop). Sur plasma riche en plaquettes (PRP), la génération de
thrombine est diminuée dans les thrombopénies sévéres (< 50G/L), le profil du thrombinogramme

changeant en fonction de la numération plaquettaire [24, 39].

7. Thrombopathies

Sur plasma riche en plaquettes (PRP), le profil de génération de thrombine est modifié lors de tout
défaut des fonctions plaquettaires, notamment les thrombopathies telles que le syndrome de Bernard-
Soulier et la thrombasthénie de Glanzmann [20, 24, 38, 39].
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8. Antiagrégants plaquettaires
Les études qui évaluent les effets directs de I'aspirine sur la génération de thrombine in vitro montrent
des résultats variables. L’équipe de Hemker rapporte une diminution de la génération de thrombine
sur PRP, de 25% a 40% aprés une dose unique d’aspirine. Une autre étude montre que 6 mois de
traitement par aspirine n’affectent pas la génération de thrombine sur PPP et notamment 'ETP [37].
Le clopidogrel et les anti-GPIIb/llla interféereraient avec la génération de thrombine sur PRP [24, 40,
41]. Le clopidogrel, inhibiteur de I'agrégation plaquettaire liée a 'ADP, réduit le potentiel endogéne et

la concentration maximale de thrombine sans affecter le temps de latence.

9. Traitements anticoagulants

Le traitement et la prévention des thromboses veineuses peuvent étre réalisés par inhibition de la
synthése de prothrombine et autres facteurs de la coagulation (antagonistes de la vitamine K), par
accélération de l'activité de I'antithrombine (héparines), par inhibition directe de la thrombine (anti lla
direct, anti Xa direct). Le dénominateur commun est la régulation de la thrombine [20] [42]. lIs
entrainent une modification caractéristique du profil de génération de thrombine.

Le monitoring des traitements anticoagulants fait appel a plusieurs tests. L’INR est utilisé pour le suivi
des antagonistes de la vitamine K, le TCA pour le suivi des héparines non fractionnées. Les héparines
de bas poids moléculaire et les héparinoides sont surveillés par I'activité anti-Xa.

Le thrombinogramme est un bon test pour évaluer les effets de I'héparine sur la coagulation [43]. Le
potentiel thrombinique diminue avec le traitement anticoagulant. Le lag time augmente en fonction de
la dose administrée de fondaparinux, d’HBPM ou d’hirudine. La hauteur du pic varie de maniére dose-
dépendante avec le fondaparinux et les HBPM [42]. Le risque de saignement augmente dés que I'INR
dépasse 4, ce qui correspondrait a un ETP a 20% de la normale [20].

Une étude Norvégienne étudie les effets de 6 semaines de warfarine sur le thrombinogramme de
patients atteints d’artériopathie des membres inférieurs. Elle montre une inhibition significative de
'ETP (28%) et du pic de thrombine (18%) par la warfarine [44].

La recherche de facteurs de risque de thrombose chez des patients traités par traitement anti-vitamine
K reste problématique a cause des interférences de ce type de traitement sur les tests de dépistage
actuels. Cependant, chez des patients présentant un lupus anticoagulant, I'étude de Devreese montre
l'intérét de la thrombinographie chez ces patients, qu'’ils regoivent ou non un traitement anticoagulant
par AVK [45].

La mesure de l'effet des inhibiteurs directs de la thrombine (dabigatran, hirudine) présente quelques
particularités. Le calibrateur utilisé pour la réaction est inhibé [20]. La difficulté est maitrisée par
I'utilisation d’'un plasma normal pour la calibration (le résultat est alors entaché d’une erreur proche de
5%). D’autre part, en présence de thrombomoduline, de faibles concentrations d’inhibiteurs directs de
la thrombine provoquent une augmentation du potentiel.

Le rivaroxaban (inhibiteur direct réversible du FXa) agit également sur la génération de thrombine. II

modifierait 'apparence de la courbe, notamment le pic qui serait parfois doublé [20].
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VI. Thrombinographie et anticorps antiphospholipides

Les tests de laboratoire ont une faible valeur prédictive de thrombose chez les patients porteurs
d’anticorps antiphospholipides [46]. La détection des anticorps antiphospholipides fait appel a
plusieurs tests ; il n'existe pas actuellement un seul test sensible et spécifique. Ces faiblesses sont a

I'origine de l'intérét porté a la thrombinographie.

1. Allongement du temps de latence

Le paradoxe pour les anticorps antiphospholipides est I'effet anticoagulant de ces anticorps détectés
avec les temps de coagulation traditionnels (allongement du TCA), alors méme que ces anticorps sont
associés a un risque thrombotique. L’effet paradoxal in vitro des anticorps antiphospholipides se
traduit par un retard de la génération explosive de thrombine, autrement dit, un allongement du temps
de latence lors de la génération de thrombine [24, 27].

L’utilisation d’anticorps monoclonaux anti-B2GPI (dénommé 23H9) ajoutés a du plasma témoin,
montre des différences statistiques significatives. L’ajout de 23H9 (150 ug/mL) & des plasmas sains
produit une modification significative des temps de latence (allongement), temps pour arriver au pic
(allongement), et hauteur de pic (diminution) sans modification du potentiel thrombinique endogéne
[47.

2. Ratio normalisé

Selon I'équipe de Devreese, le temps d’initiation et la hauteur du pic seraient les paramétres de choix
pour suivre l'effet des anticorps antiphospholipides. En combinant ces deux parameétres, le ratio
normalisé semble étre un paramétre intéressant [45].

Les résultats du thrombinogramme de patients porteurs d’anticorps antiphospholipides (aprés dilution
au 1: 1 dans un pool de plasmas témoins) montrent un allongement variable de la période d’initiation
et/ou une réduction de la hauteur du pic. Le calcul du ratio normalisé, hauteur du pic/initiation, serait
distribué selon une loi normale. La normalisation est obtenue avec un pool de plasmas témoins. Il est
diminué chez 59/60 porteurs d’antiphospholipides [45]. Les résultats du ratio normalisé seraient
corrélés (coefficient de corrélation 0,59-0,72) avec ceux du temps de thromboplastine dilué, et du test

au venin de vipére Russell.

3. Diminution de sensibilité a la protéine C activée
L’activité anticoagulante de la PCa est réduite chez la majorité des patients porteurs d’anticorps
antiphospholipides, suggérant une compétition entre les anticorps et la PCa [47]. Une
hypercoagulabilité est mise en évidence par une diminution de sensibilité a la PCa, également décrite
par une augmentation du potentiel thrombinique endogéne en présence de thrombomoduline [24].
La résistance a la PCa acquise, exprimée par le test de génération de thrombine, représenterait pour
certains auteurs un facteur de risque indépendant de thrombose veineuse, chez les patients porteurs

d’anticorps lupiques [48]. Le degré de résistance a la PCa semble associé aux événements
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thrombotiques. Et 'augmentation de génération de thrombine en présence de PCa chez la plupart des
patients porteurs d’anticoagulants lupiques serait indépendante du traitement par warfarine.

Il existe, selon I'équipe de Lecompte, une différence entre la résistance a la PCa Leiden
constitutionnelle, et la résistance a la PCa remarquée sur le thrombinogramme avec les anticorps
antiphospholipides, avec un comportement différent des phases d’initiation et de propagation [21].
L’hypothése serait que dans la mutation du FV Leiden, la mise en place du complexe prothrombinase
échappe au moins en partie a la régulation négative. La perte du site de clivage Arg506 ne fait que
ralentir 'inactivation du FV activé. Pour les anticorps antiphospholipides, I'hypothése serait que
l'inactivation du complexe prothrombinase par la PCa est altérée. Tout se passe comme si les
anticorps avaient des effets séquentiels, retardant d’abord transitoirement la formation de la

prothrombinase, puis interférant avec la PCa.

VIl. Influence des conditions expérimentales

1. Spécimens plasmatiques
Avec le dispositif actuel, se pose la question de la qualité et quantité optimale de surfaces cellulaires a
apporter dans le milieu réactionnel. Certains auteurs recommandent d’utiliser des plasmas riches en
plaquettes, fraichement préparés, afin d’éviter l'activation et le vieillissement plaquettaire [31].
Certains laboratoires privilégient la congélation, et le traitement des échantillons en série ou a la
demande.
La congélation du plasma riche en plaquettes (PRP) comme apport commode de surfaces biologiques,
prend en compte la variabilité interindividuelle des surfaces plaquettaires avec son éventuel
retentissement sur le thrombinogramme [33].
L’'ajout de microvésicules plaquettaires, trés stables, présente I'avantage de pouvoir utiliser des

plasmas déplaquettés et également de travailler avec des plasmas artificiellement modifiés [21].

2. Influence du prélévement
La comparaison des parametres de thrombinographie de sang prélevé sur différents tubes
commercialisés, met en évidence des différences notables [27, 30, 31]. La phase d'initiation, le temps
pour atteindre la concentration maximale en thrombine, et le potentiel endogéne de thrombine
peuvent varier d’un tube a lautre. La différence de systéme de vide, l'activation des plaquettes
pourraient expliquer ces variations. Le temps écoulé entre le prélevement et la mesure est un facteur

clé communément admis pour faire varier les tests de coagulation et les propriétés plaquettaires [27].

3. Influence de la phase contact
Les activateurs de la phase contact (silice, kaolin) ne doivent pas étre utilisés, car ils actionnent le
systéme par le biais d’acteurs non impliqués in vivo, le facteur XII, la prékallicréine et le kininogéne de
haut poids moléculaire.
L’influence de la phase contact dans la mesure de la génération de thrombine semblerait minime [27].
La comparaison entre la durée de la phase d’initiation de PRP de sujet sain et de PRP de sujet

déficitaire en FXIl (<1%) montre une quasi-superposition des courbes.
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La question de la mise en jeu de la phase contact dans la mesure de génération de thrombine serait
d’autant plus cruciale que la concentration en FT est faible. Des auteurs ont recommandé I'ajout de
corn trypsin inhibitor dans les tubes de prélévement, ou de vérifier, dans les conditions expérimentales
choisies, que I'activation de la phase contact ne vienne pas prendre le pas sur la lente activation par

de faibles concentrations de FT [21].

4. Influence de la concentration en facteur tissulaire

Il est généralement admis que des concentrations faibles de FT reproduisent le plus fidélement
I'activation de la coagulation en termes d’initiation et d’amplification et se rapprochent au mieux des
conditions physiologiques, avec un minimum d’interférence avec la voie d’activation par la phase de
contact. A des concentrations de FT < 1pM, il serait préférable d’utiliser le corn trypsin inhibitor,
inhibiteur de la phase de contact, pour minimiser l'interférence lié¢e a un phénoméne qui s’active
uniquement in vitro [29].

Pour I'équipe de Filippin, la concentration en facteur tissulaire (FT) influerait sur la taille du pic, la
vitesse de propagation, le temps de latence [29]. Le potentiel endogéne de thrombine (ETP) resterait
stable quelque soit la concentration en FT. Pour I'équipe d’Ollivier, le temps de latence serait FT-
dépendant [49].

Toutefois, chez I'enfant, 'ETP varierait en fonction de la concentration en FT [29].

5. Influence des phospholipides

Physiologiquement, la thrombine active les plaquettes sanguines, provoquant une réorganisation des
phospholipides a leur surface. Il s’agit du flip-flop des phospholipides chargés négativement vers
I'extérieur de la membrane. La génération de thrombine est dépendante de la présence et de la nature
des phospholipides apportés dans le systéme. Tous les paramétres dérivables du thrombinogramme
sont dépendants de la disponibilité des phospholipides anioniques et de la nature des surfaces
phospholipidiques. Une concentration optimale de 4uM en équivalents phosphatidylsérine a été
définie pour les microvésicules plaquettaires et les vésicules phospholipidiques. Cette concentration
correspond a la valeur la plus faible en équivalents phosphatidylsérine, quantifi€e par mesure de
l'activité procoagulante des plaquettes, dans le PRP ayant subit un cycle de congélation-
décongélation (valeurs de 4 a 20 uM selon les sujets) [21, 32]. La génération de thrombine semblerait
augmenter avec la numération plaquettaire, augmentation pourvue d’un seuil. Au dela de 150 G/L, les
variations du thrombinogramme sont minimes. L'utilisation de plasma pauvre en plaquettes nécessite
I'ajout de surfaces exogenes, identiques pour tous les individus. L’apport de surfaces cellulaires est un
facteur déterminant pour I'obtention de valeurs comparables de potentiel thrombinique endogéne [27].
Selon Devreese, la génération de thrombine testée sur des plasmas pauvres en plaquettes semble
moins sensible aux anticorps antiphospholipides que sur des plasmas riches en plaquettes [45]. Le
potentiel thrombine endogéne serait inhibé chez une partie des patients seulement.

Regnault observe une résistance a la thrombomoduline et a la PCa en présence des plaquettes du
patient mais pas nécessairement en présence de phospholipides ajoutés au plasma pauvre en

plaquettes [33].
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Le pouvoir anticoagulant de la PCa exogéne est variable suivant les phospholipides utilisés. Une
composition supposée optimale a été définie pour les vésicules phospholipidiques : rapport molaire
fixe 60%/20%/20% de phosphatidyl-choline, -sérine, -éthanolamine [50].

L’effet inhibiteur des plaquettes vis-a-vis du systéeme de la protéine C activée a été rapporté a
plusieurs reprises, le plus souvent avec des systémes artificiels définis qui ne prenaient en compte
qu’'un nombre limité d’acteurs. La réponse des différents spécimens plasmatiques a I'action inhibitrice
de la PCa est trés dépendante de la présence des plaquettes, de la composition en phospholipides,
de la libération du contenu plaquettaire. Pour le plasma pauvre en plaquettes (PPP), la préparation du
spécimen plasmatique s’accompagne d’une perte d'inhibiteurs de la PCa, puisqu’ils sont pour
I'essentiel contenus dans les plaquettes [51]. La quantité de résidus cellulaires présents dans un PPP
préparé par simple centrifugation a 2500g suivie ou non d'une centrifugation a 13000g (plasma
déplaquetté) peut varier d’'un facteur 20 ; ces résidus sont susceptibles de modifier notablement la
cinétique de la thrombine [21].

Des surfaces phospholipidiques cellulaires sont nécessaires pour un phénotype approprié du systéme
de la coagulation. Le PRP est le spécimen plasmatique le plus physiologique possible pour une étude
en thrombinographie. Néanmoins, le PPP en présence de microvésicules plaquettaires est une

alternative acceptable [27].

6. Influence de la température
Les effets de la température sur les paramétres du thrombinogramme sont rapportés par plusieurs
équipes et soulignent I'importance de la température dans les mesures. Le préchauffage des plaques
a 37°C provoque une diminution de 29% du potentiel thrombinique endogéne [26]. Cette différence
artéfactuelle est expliquée par une augmentation de la génération de thrombine a température

inférieure a 37°C, et serait due a une meilleure activité de I'antithrombine a 37°C.

7. Influence de la protéine C activée

L’addition de protéine C activée (PCa) ou de thrombomoduline permet d’étudier I'influence de la PCa,
exogene ou endogene, sur l'activité thrombinique, et de différencier un défaut de conversion de la
protéine C en PCa ou un défaut d’activité de la PCa. L'étude de la sensibilité de la coagulation d’un
plasma a la PCa est réalisée pour la trés grande majorité des tests proposés avec une seule
concentration de cet inhibiteur.

La sensibilité a la PCa peut étre étudiée avec une gamme de concentration (allant de 0 a 65nM) de
PCa ajoutée au plasma étudié, en tragant une courbe d’inhibition du potentiel thrombinique endogéne.
La concentration en PCa produite in vivo est incertaine et selon toute vraisemblance variable en
fonction des individus et des territoires vasculaires.

Il existe une variante simplifiée d’étude de la sensibilité a la PCa de la génération de thrombine, dont
les résultats sont exprimés en valeur relative : rapport de la mesure en présence et en absence de
l'inhibiteur physiologique. Cette maniére de procéder donne des résultats intéressants pour des
thrombophilies constitutionnelles ou des modifications prothrombotiques complexes induites par des

traitements oestro-progestatifs [52, 53].
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C. Les microparticules

I. Définition
Le sang contient des microparticules dérivées de différents types cellulaires. L’activation cellulaire et
I'apoptose conduisent au bourgeonnement de la membrane plasmique et a la libération de
microparticules dans I'espace extracellulaire [54]. Les microparticules (appelées aussi microvésicules
ou ectosomes) sont de petites vésicules membranaires qui expriment toute une gamme de
phospholipides oxydés et de protéines caractéristiques de la cellule d’origine. Elles sont dépourvues
de noyau, et persiste un cytosquelette membranaire. Elles présentent a leur surface des antigenes de
surface des cellules d’origine et des antigénes témoins de l'activation cellulaire. Leur diamétre est

compris entre 0,1 et 1 um [55, 56].

Figure 4 : Les microparticules. Analyse en microscopie électronique de la vésiculation endothéliale : a, b,
c : cellules quiescentes ; d, e, f : cellules stimulées par du TNF-a (tumor necrosis factor a) [57].

Elles différent des exosomes par le respect de leur origine, leur contenu protéique, et leur distribution
de tailles. Principalement constituées de lipides et de protéines, elles peuvent contenir de ’ARNm,
des virus, des prions [58]. Elles sont chargées négativement par la présence de phosphatidylsérine a
leur surface. Durant leur formation, le remodelage de la membrane plasmique est a l'origine de
I'exposition de la phosphatidylsérine. Les microparticules du sang circulant sont principalement issues
de plaquettes. Elles proviennent aussi d’hématies, granulocytes, monocytes, lymphocytes, cellules
endothéliales, cellules tumorales [55, 59]. La présence de microparticules dans le sang de patients

sains est bien documentée, ainsi que leur élévation dans de nombreuses pathologies.
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II. Découverte

Chargaff en 1946, a observé une activité procoagulante des précipités obtenus par centrifugation de
plasmas a haute vitesse [60]. Dans les années 1960, Wolf a confirmé ce phénoméne et a identifié ces
précipités par microscopie électronique comme de trés petites particules d’origine plaquettaire [61].

Le développement de la cytométrie de flux a permis d’étudier I'origine cellulaire des microparticules
[62].

lll. La membrane cellulaire

La membrane cellulaire désigne un assemblage de molécules en un double feuillet séparant la cellule
de son environnement et délimitant le cytoplasme cellulaire ainsi que les organites a l'intérieur de
celui-ci [63]. La membrane plasmique délimite une cellule, la membrane intracellulaire
(endomembrane) délimite un organite. La membrane est un ensemble complexe de lipides, protéines,
oses régulant les échanges de matiere entre lintérieur et I'extérieur de la cellule ou entre deux
compartiments cellulaires par des transporteurs, bourgeonnement de vésicules, phagocytose. Les
phospholipides sont les composants-clé de la membrane. lIs ont la capacité de s’auto-organiser en un
double feuillet, leur téte hydrophile pointant vers I'extérieur et leur chaine hydrophobe pointant vers
lintérieur de la membrane. La membrane cellulaire est formée d’'une bicouche phospholipidique
asymétrique. La couche externe est formée de phosphatidyl-choline, sphingomyéline. La couche
interne est formée de phosphatidylsérine, phosphatidyl-éthanolamine. La distribution asymétrique de
la composition en phospholipides de la membrane cellulaire est maintenue par un complexe de 3
enzymes : flippase, floppase, scramblase. La flippase permet le transport spécifique de
phosphatidylsérine, et de phosphatidyl-éthanolamine vers la couche interne. La floppase transporte
les phospholipides du feuillet interne vers le feuillet externe. La scramblase transporte les
phospholipides entre les deux feuillets [55].

IV. Formation des microparticules

1. Circonstances de formation des microparticules

Les microparticules sont formées dans différents processus : activation cellulaire, sénescence,
apoptose, et notamment la mégacaryocytopoiese. Les microparticules d’origine plaquettaire sont
formées principalement lors de l'activation des plaquettes. L’activation est provoquée par différentes
substances telles les cytokines, les endotoxines, la thrombine. D’autres situations comme I'hypoxie,
ou les cisaillements au sein de la coagulation sanguine, entrainent leur activation [64]. La
meégacaryocytopoiése est pourvoyeuse de microparticules. Il s’agit d’'une situation au cours de
laquelle, les plaquettes se forment par fragmentation programmée du cytoplasme des
mégacaryocytes [55, 65].
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2. Etapes de la formation des microparticules

Une succession de mécanismes déclenche la formation de microparticules lors de I'activation
cellulaire ou de l'apoptose [55]. Les microparticules correspondent a des ectosomes formées par
bourgeonnement de la surface de la membrane cellulaire. Les ectosomes sont formés par
réarrangement structurel du cytosquelette, sur lequel repose la membrane plasmique. Le mécanisme
principal est calpain-dépendant :

- le calcium Ca®" est relargué par le réticulum endoplasmique ;

- le Ca* inactive la flippase (ou translocase), active la floppase et la scramblase, il induit une perte de
contact des aminophospholipides avec le cytosquelette ;

- le Ca*" active la calpain et la gelsolin. La calpain hydrolyse les protéines liant I'actine pendant que la
gelsolin clive les protéines recouvrant le réseau d’actine ;

- les protéines d’ancrage du cytosquelette sont rompues, aboutissant au bourgeonnement des
microparticules.

Activation
Apoptose

Bourgeonnement
de la membrane
plasmique

Externalisation
de la Phosphatidylsérine

Scramblase  Translocase

feuillet externe 2
W " N . [

Y Clivage du cytosquelette  FHHH HH FHHH
feuillet interne Contraction cellulaire

Calpaines -———— Ca2+

Phosphatidylsérines

Rock Kinase | et || ~4————— Rho

Figure 5 : La vésiculation cellulaire. D’aprés Angelot [66].

L’asymétrie de répartition des phospholipides étant rompue, il en résulte une externalisation de la
phosphatidylsérine. La vésiculation et I'exposition de la phosphatidylsérine sont des événements
fortement associés. D’autres travaux ont montré que les Rho-kinases | et Il étaient impliquées dans la

libération des microparticules via les caspases [67].
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V. Fonctions des microparticules

1. Communications cellulaires
Les cellules doivent pouvoir se repérer dans I'espace et le temps, déterminer les cellules voisines,
repérer les variations de leur environnement. Des molécules informatives sont produites par des
cellules a distance, capables de moduler une fonction de la cellule réceptrice. Sur la cellule réceptrice,
des molécules permettent de capter les signaux et d’envoyer un second messager libéré dans le
cytoplasme en réponse a un signal extracellulaire. L’'information est ainsi relayée a l'intérieur de la
cellule.
Possédant des antigénes de surface, les microparticules (MP) sont impliquées dans de nombreuses
communications cellulaires entrainant la stimulation de cellules a distance. Ces antigénes de surface
se lient avec des récepteurs de cellules avoisinantes et activent des voies de signalisation cellulaire.
Les microparticules plaquettaires peuvent moduler les interactions multicellulaires dans les premiers
stades de l'athérogenése (lipides bioactifs). Elles peuvent lier les polynucléaires neutrophiles,
induisant une augmentation de I'expression du CD11b et de I'activit¢ de phagocytose de maniére
concentration dépendante.
Elles sont impliquées dans différents processus :
- activation des cellules endothéliales [68] ;
- interaction des monocytes avec les cellules endothéliales [69] ;
- recrutement des monocytes grace aux chémokines RANTES [70] ;
- stimulation des progéniteurs hématopoiétiques [71] ;
- production d’immunoglobulines par la signalisation du CD40 ligand [72] ;
- signal d’apoptose par expression du Fas ligand [73] ;
- différenciation vers la lignée mégacaryocytaire [74] ;
- transfert de protéines d’efflux [75] ;
- transfert ’ARNm [76].

2. Activité procoagulante

De maniére schématique, la coagulation débute aprés une bréche au niveau de la paroi endothéliale
d’un vaisseau sanguin. L’exposition du facteur von Willebrand, initie la formation du clou plaquettaire.
Le facteur tissulaire exposé suite a la breche vasculaire, entraine l'activation de la cascade de
coagulation. Les facteurs de la coagulation réagissent en cascade pour former la fibrine qui renforce
le clou plaquettaire. C’est une chaine de réactions enzymatiques qui s’effectuent en cascade, et par
laquelle se forme une masse insoluble, le caillot. Elle est liée a la formation de fibrine insoluble a
partir du fibrinogéne.

La présence des microparticules permettrait d’augmenter la surface catalytique des réactions de
coagulation. Les microparticules seraient 50 a 100 fois plus procoagulantes que les plaquettes
activées a surface équivalente. Les phospholipides présents a la surface des microparticules sont
procoagulants. La phosphatidylsérine facilite la formation de complexes de la coagulation, et permet

l'initiation de la coagulation par le facteur tissulaire [65].
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A la surface des microparticules, la présence de facteurs de la coagulation varie en fonction de la
nature des microparticules et de la pathologie initiale :

- Facteur tissulaire (FT) sous forme activée ou latente ;

- Facteur Va cofacteur du FX;

- Facteur Vllla cofacteur du FIX;

- Facteur d’amplification de la coagulation dépendant du FXI.

3. Activité anticoagulante
Le systtme de la coagulation est activé en permanence. Cependant la balance hémostatique est
maintenue dans un état d’équilibre, grace a des inhibiteurs physiologiques [77]. L'inhibition de la
coagulation repose principalement sur ces principaux inhibiteurs :
- Inhibiteur de la voie tissulaire (TFPI), agit sur le FT ;
- Protéine C, activée et couplée a la protéine S, inhibe les FVa et FVllla ;
- Antithrombine, agit sur les facteurs lla, Xa, 1Xa, Xla, Xlla ;

- Thrombomoduline, permet a la thrombine d’activer la protéine C.

La présence de protéine C, TFPI, thrombomoduline sur les microparticules, leur confére ainsi des

propriétés anticoagulantes [65].

4. Activité fibrinolytique
La fibrinolyse consiste en la dissolution progressive de la fibrine formée au niveau de la bréeche
vasculaire par la plasmine. Elle s’enclenche pour éliminer les dépbts de fibrine devenus inutiles. Le
plasminogene est transformé en plasmine par des activateurs. La plasmine scinde la fibrine insoluble
en produits de dégradation solubles.
Les microparticules endothéliales possédent la capacité de générer de la plasmine et de développer
une activité fibrinolytique par la présence de deux activateurs du plasminogéne [78, 79] :
- Tissue-type plasminogen activator (tPA) ;
- Urokinase-type plasminogen activator (UPA).
Le systéme d’activation du plasminogéne qui conduit a la génération de plasmine est en étroite
relation avec le systéme des métalloprotéinases matricielles (MMP) [79]. Il favorise la migration
cellulaire a travers la matrice interstitielle, participe au remodelage tissulaire, a l'inflammation, a

'angiogenése, a I'invasion tumorale, a I'athérosclérose [80].
VI. Microparticules et pathologies

Les microparticules sont présentes dans le sang de volontaires sains, mais leur concentration peut

augmenter dans certaines pathologies :
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1. Maladie thromboembolique veineuse
La maladie thromboembolique veineuse est une maladie fréquente qui regroupe la thrombose
veineuse profonde et sa complication majeure, 'embolie pulmonaire. L’expression du facteur tissulaire
et de la phosphatidylsérine sur les microparticules, pourrait étre a I'origine de thromboses.
D’autre part, I'expression de TFPI, inhibiteur de coagulation de la voie tissulaire est retrouvée sur
certaines microparticules, et permettrait une protection relative.
En situation physiologique, il existe un équilibre entre leurs effets procoagulants et anticoagulants.
Dans de nombreuses situations pathologiques, I'équilibre est rompu et peut aboutir a des
complications thromboemboliques.
Selon Chirinos et al, les microparticules endothéliales et les microparticules monocytaires
apparaissent élevées dans la maladie thromboembolique veineuse [81].
Des niveaux élevés de microparticules plaquettaires associés a des niveaux élevés de D-Diméres, et
de P-sélectine, sont corrélés avec le diagnostic de thrombose veineuse profonde.
Selon Wakefield et al, dans un modéle animal de thrombose de veine cave inférieure, les sélectines

recrutent les microparticules et amplifient les thromboses [82].

2. Syndrome des antiphospholipides
Des titres élevés de microparticules endothéliales sont retrouvés chez des patients présentant un
SAPL. Les microparticules sont plus élevées chez les patients souffrant d’infarctus et porteurs
d’anticorps antiphospholipides que ceux non porteurs [83]. In vitro, les plasmas issus de SAPL
provoquent le bourgeonnement des cultures de cellules endothéliales [57]. L’étude de Jy montre que
le risque de thrombose en présence d’anticorps antiphospholipides est lié a I'activation plaquettaire
plutoét qu’a 'atteinte endothéliale. Les microparticules plaquettaires y sont plus élevées [84]. Ambrozic
montre que la glycoprotéine B2GPI a un rdle significatif dans le bourgeonnement des membranes

phospholipidiques [85].

3. Purpura thrombotique thrombocytopénique

Les microangiopathies thrombotiques (MAT) désignent une |ésion de I'endothélium, des artérioles et
des capillaires entrainant la formation d’agrégats plaquettaires et de microthrombi disséminés. Ces
Iésions regroupent le syndrome hémolytique et urémique (SHU) et le purpura thrombotique
thrombocytopénique (PTT). Le PTT associe une anémie hémolytique acquise mécanique et une
thrombopénie. |l résulte d’'une anomalie de multiméres de facteur Willebrand par absence de
métalloprotéase ADAMTS 13. Les déficits en cette protéase sont le plus souvent acquis, secondaires
a la présence d’'un auto-anticorps IgG antiprotéase. Le déficit entraine une hyperagrégabilité
plaquettaire et la formation de microthrombi. lls se forment sur ces obstacles des schizocytes.

Le PTT est responsable de troubles neurologiques (comitialité, déficit focal, confusion), troubles
rénaux, fievre. Lors de la phase aigue et chronique des PTT, une augmentation de microparticules
endothéliales et plaquettaires est décrite [86]. Jimenez décrit une nette génération de microparticules
lorsque le plasma de patients porteurs de PTT est mis en culture avec des cellules endothéliales de

cerveau et de rein [87].
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4. Hémoglobinurie paroxystique nocturne (HPN)

L’Hémoglobinurie paroxystique nocturne (HPN) est liée a I'expansion clonale d’'une cellule souche
hématopoiétique exprimant un défaut d’ancrage phospholipidique de protéines membranaires,
notamment impliquées dans la régulation du complément. Ce défaut atteint les hématies, les
granuleux, les monocytes, les plaquettes, les lymphocytes. Il s’agit d'un défaut d’expression des
protéines de surface ancrées par un pont glycosyl-phosphatidyl-inositol (GPI). Le géne PIG-A situé
sur le chromosome X, est impliqué dans la premiére étape de synthése du GPI. Le GPI permet
'ancrage de protéines membranaires régulatrices de I'action du complément. Les cellules mutées
sont partiellement ou totalement dépourvues de CD55 et CD59.

Les complications de 'HPN sont principalement la thrombose et I'aplasie médullaire.

Ces patients ont des taux de microparticules plaquettaires trés élevés [88] qui seraient responsables
de thromboses. Suite a I'activation plaquettaire par le complexe C5b-9, les plaquettes sécréeteraient le

contenu de leurs granules et libéreraient des microparticules [89].

5. Thrombopénie induite par I’héparine

Il existe deux types de thrombopénies survenant chez des patients traités par héparine non
fractionnée (HNF) ou de bas poids moléculaire (HBPM) et pour lesquelles la responsabilité des
héparines est retenue :

- type |, bénigne, non immune, précoce, sans complications thrombotiques, spontanément résolutive ;
- type 1l, potentiellement grave, immune, d’apparition plus tardive.

Le terme de thrombopénie induite par I'néparine (TIH) est retenu pour qualifier la thrombopénie de
type Il, qu’elle survienne sous héparine fractionnée ou héparine de bas poids moléculaire. La TIH est
un syndrome clinico-biologique induit par des anticorps qui reconnaissent dans la plupart des cas le
facteur 4 plaquettaire (PF4) modifié par I'’héparine, avec une activation plaquettaire intense ainsi
gu’une activation de la coagulation pouvant aboutir a des thromboses veineuses et/ou artérielles.
Suite a I'activation plaquettaire, le facteur 4 plaquettaire (PF4) contenu dans les granules a est
exprimé. Lors de I'administration d’héparine, la liaison du facteur 4 a ’héparine forme un complexe qui
conduit a la formation d’immunoglobulines IgG chez certains patients. Ces complexes anticorps-
héparine-PF4 sont capables d’activer les plaquettes a leur tour, par le fragment FcyRIl ou CD 32.
L’'activation génére des microparticules capables d’initier la cascade de la coagulation, et une
génération de thrombine a l'origine de thromboses. Selon Warkentin et al, les sérums de patients

porteurs de TIH, induisent la production de microparticules de maniére héparine-dépendante [90].

6. Drépanocytose
La drépanocytose est caractérisée par une anémie hémolytique chronique, et peut se compliquer de
thromboses veineuses ou artérielles. Des microparticules plaquettaires, monocytaires, endothéliales
et érythrocytaires sont détectées chez ces patients, de maniére plus importante pendant les crises.
L’élévation des microparticules est corrélée a l'activation endothéliale, fibrinolyse, activation de la

coagulation et a I'élévation des marqueurs d’hémolyse. L’hypercoagulabilité pourrait étre expliquée
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par les propriétés procoagulantes facteur Xl-dépendantes des microparticules érythrocytaires, et par

le facteur tissulaire retrouvé sur les microparticules endothéliales [55].

7. Syndrome de Scott
Le syndrome de Scott est une maladie autosomique récessive rare a l'origine de manifestations
hémorragiques d’intensité variable. L'importance des microparticules plaquettaires dans I'hémostase
physiologique, est illustrée par ce syndrome qui est lié a leur défaut de production [91]. Lors de
l'activation cellulaire de ces patients, il est observé un défaut de translocation des phospholipides
membranaires par anomalie d’activation de la scramblase par le calcium. L’asymétrie de la bicouche
lipidique d'origine est conservée. Il s’en suit une diminution de microparticules plaquettaires,

érythrocytaires, lymphocytaires exprimant la phosphatidylsérine.

8. Autres situations
- angiogenése [54] [92] ;
- inflammation [93-95] ;
- athérosclérose [96] [97] ;
- diabéte sucré [65] ;
- hypertension artérielle [98] ;
- syndrome coronarien aigu [99-101] ;
- chirurgie cardiaque [55, 102, 103] ;
- sepsis [55] ;

- virus de 'immunodéficience humaine [55, 104, 105].

VIl. Clairance des microparticules

La clairance représente la mesure de la capacité d’'un organe a se débarrasser d’'une substance
(quantité de substance éliminée par unité de temps).

La durée de vie des microparticules dans le sang est relativement courte, de quelques minutes chez
le lapin (< 10 min) a 30 minutes chez la souris [106]. Il semble exister des mécanismes directs et
indirects de clairance des microparticules [55, 59]. L’implication de la rate est démontrée dans
différentes études, notamment dans des modéles murins avec splénectomie. Les vésicules issues
d’hématies sont extraites de la circulation par la fixation aux récepteurs « éboueurs ». Elles sont
phagocytées par les macrophages comme dans le cas des hématies les plus agées.

La phospholipase semble jouer aussi un réle important. L'exposition de la phosphatidylsérine
provoquant la phagocytose par liaison a la lactadherin est évoquée chez des souris déficientes en
lactadherin. De maniére indirecte, des mécanismes font intervenir I'opsonisation par des protéines :
complément, protéine S, protéine GAS6. L'opsonisation par la fraction C3b du complément, entraine
leur fixation aux hématies. Ces hématies sont alors phagocytées dans le foie et la rate par les cellules

de Kupffer et les macrophages.
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VIll. Méthodes de détection et dosage des microparticules

De nombreuses méthodes sont utilisées pour quantifier et phénotyper les microparticules dans le
sang ou le surnageant de cultures cellulaires [59]. |déalement, une combinaison des différentes
méthodes devrait étre utilisée pour caractériser les microparticules. Une évaluation et une
standardisation sont nécessaires pour comparer les différentes études. L’utilisation de billes de
calibration est proposée par la société internationale de thrombose et d’hémostase (ISTH) afin de

clarifier les divergences.

1. Cytométrie en flux
Elle est définie comme I'étude précise de cellules isolées entrainées par un flux liquide. Elle consiste a
analyser les signaux optiques ou physiques émis par une particule coupant le faisceau lumineux d’'un
laser ou d’'une lampe a arc. Les signaux mesurés sont relatifs aux propriétés optiques intrinséques
des particules (diffusion liée aux dimensions de la particule ; structure interne ; auto-fluorescence).
Les microparticules possedent des caractéristiques de taille (forward scatter) et de granulosité (side
scatter) identifiables par cytométrie. L’analyse plus fine se fait par marquage spécifique de structures
ou de fonctions cellulaires par des anticorps fluorescents détectés par leurs propriétés optiques
induites. Ces signaux séparés par des filtres optiques sont collectés par des photomultiplicateurs,
amplifiés, traités et stockés. Ce procédé d’analyse est multiparamétrique et s’effectue a la vitesse de
plusieurs milliers d’événements par seconde.
Par fixation d’anticorps monoclonaux fluorescents de différentes couleurs, le cytométre donne le
nombre d’éléments, la taille, le phénotype (antigénes de surface reconnus par les anticorps
monoclonaux fluorescents). La petite taille des microparticules augmente les difficultés de leur
détection et de leur quantification. En cytométrie, les microparticules apparaissent proches des débris
cellulaires, ou s’apparentent au bruit de fond. Il est nécessaire d’effectuer quelques modifications
décrites par Furie [107] :
- ralentissement de la vitesse du flux ;
- optimisation électronique ;
- gestion du fluide ;
- ultrafiltration des tampons ;

- lecture a 520 nm.

L’équipe de Dignat-George a mis au point une technique de standardisation du comptage des
microparticules a l'aide de billes de calibration Megamix de taille connue (Biocytex). Ces billes
permettent de définir la zone d’analyse pour les tailles entre 0,5 et 1 uym, d’assurer la stabilité des
réglages et la reproductibilité inter et intra-instrument. La quantification des microparticules est
réalisée a l'aide de billes de latex fluorescentes ou non, ajoutées avant I'analyse. L’incubation du
plasma avec des anticorps spécifiques permet la caractérisation de I'expression d’antigénes a la
surface des microparticules et I'analyse des différentes populations en fonction de leur phénotype [55].

Du fait de leur petite taille, la détection des antigénes a la surface des microparticules peut étre
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considérablement réduite par rapport aux cellules intactes. Une limite importante de la technique

cytométrique concerne la détection des microparticules de taille < 0,5 ym.

2. Microscopie électronique
Elle utilise un faisceau de particules d’électrons pour illuminer un échantillon et en créer une image
trés agrandie. Le microscope utilise des lentilles électrostatiques et électromagnétiques pour former
'image en contrblant le faisceau d’électrons et le faire converger sur un plan. Elle peut étre utilisée
pour visualiser les microparticules ou déterminer les caractéres morphologiques. Elle n’apporte pas

d’information sur les propriétés biologiques [108].

3. Dosages immuno-enzymatiques
L’enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) est une technique biochimique immobilisant un
antigéne d’intérét par un anticorps ou par adsorption. Un anticorps secondaire qui reconnait I'antigéne,
est couplé a I'émission d’'un signal par un substrat chromogéne. La quantification du résultat se fait
par spectrophotométrie. L'utilisation de test ELISA pour la détection de microparticules a l'aide
d’anticorps spécifiques d’antigénes permet de déterminer leur origine. La quantification se fait en se

référant & une courbe standard [59].

4. Dosages fonctionnels
Des tests fonctionnels permettent d’obtenir un dosage des microparticules en combinant la
quantification des microparticules et leur activité procoagulante. L’ajout de facteurs de la coagulation
et de calcium dans le milieu va conduire a la génération de thrombine évaluée par une réponse
spécifique. Plusieurs tests sont commercialisés [59] :
- Zymuphen MP Activity assay (Hyphen) est basé sur la présence de phosphatidylsérine sur les
microparticules ;
- Proag PPL (Procoagulant phospholipid de Stago) utilise une courbe standard préparée avec des
phospholipides synthétiques ;
- Zymuphen MP TF assay utilise des anticorps anti-facteur tissulaire pour capturer les microparticules.

Certains dosages sont directement dépendants d’un antigéne qui peut ne pas étre exprimé par un
contingent de microparticules. Notamment, les microparticules endothéliales des drépanocytaires ou
les microparticules plaquettaires des insuffisants rénaux ne lient pas I'annexine [54]. Utiles pour
obtenir la fonctionnalité des microparticules, ils ne permettent pas d’obtenir d’'informations concernant

la taille.

5. Autres techniques
D’autres techniques tentent de caractériser les microparticules selon des degrés variables de succes :
- microscopie confocale [57] ;
- chromatographie liquide haute performance [109] ;

- électrophorése capillaire [110] ;
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- spectrométrie de masse [111] ;

- dynamic light scattering [59].

IX. Conditions pré-analytiques de dosage des microparticules

La fiabilité des résultats de laboratoire dépend d’une préparation dans les régles de I'art qui doit

précéder la phase analytique, cette phase est appelée pré-analytique.

1. Précautions
L’identification des microparticules circulantes nécessite de nombreuses précautions au niveau du
prélevement et du traitement des échantillons sanguins. La taille de laiguille utilisée, le site de
prélévement, un garrot, le systéme de prélévement par vacutainer ou seringue, le type d’anticoagulant,
peuvent avoir un impact sur la caractérisation des microparticules.
Le traitement des échantillons, le délai de prise en charge, les conditions de conservation sont
variables suivant les équipes et pourraient étre a l'origine des divergences observées dans les
résultats de la littérature [111] [112].
Par ailleurs, de nombreuses variations inter individuelles et intra individuelles font varier les taux de
microparticules : age, sexe, prise de médicaments, cycle menstruel, cycle circadien, tabagisme,
exercice physique.
Les microparticules peuvent étre analysées ou phénotypées directement sur du sang total prélevé sur
citrate, ayant 'avantage de laisser un environnement physiologique sans manceuvres pré-analytiques.
D’autres méthodes nécessitent I'isolation des microparticules par centrifugation (plasma pauvre en
plaquettes, plasma sans plaquettes, obtenus aprés centrifugation du sang total prélevé sur
anticoagulant) [55].
L’ensemble de ces précautions a pour objectif de réduire I'activation des plaquettes, de préserver la
structure et la fonction des microparticules.
L'ensemble de ces paramétres pré-analytiques est pris en compte, en multicentrique, par I'ISTH
(International Society on Thrombosis and Haemostasis) avec pour objectif de produire des guidelines

afin de standardiser cette premiére étape.

2. Réalisation du préléevement
Le prélévement de sang veineux est réalisé au pli du coude. Le garrot est posé pour aider uniquement
a localiser la veine, afin de ne pas libérer de microparticules. Un premier tube de purge est nécessaire
pour éviter les contaminations par du facteur tissulaire lors de I'effraction vasculaire [111].
La prise de sang se fait classiquement avec une aiguille d’'un diamétre de 19 a 22 G. Il faut privilégier
une aiguille de grand diameétre pour limiter l'activation des plaquettes et la formation de
microparticules [111]. L’'hnomogénéisation du sang et de I'anticoagulant dans le tube est réalisé par

retournement doux.
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3. Choix de I’'anticoagulant du tube de préléevement
De nombreux anticoagulants sont utilisés pour limiter la coagulation du sang dans les tubes de
prélévement sanguin [111] :
- acide-citrate-dextrose (ACD) ;
- citrate-théophilline-adénosine-dipyridamole (CTAD) ;
- éthylene diamine tetra acetic acid (EDTA) ;
- héparine ;
- citrate de sodium & 0,105 - 0,109 - 0,129 mol/L.
Pour I'étude des microparticules, le prélevement peut étre réalisé sur tube citraté, EDTA, CTAD.

4. Centrifugation de I’échantillon
Les plaquettes sont séparées du prélévement par centrifugation; afin d’éviter leur activation et la
production de microparticules. Les centrifugations peuvent conduire a des résultats variables suivant
les laboratoires par la perte de microparticules ou 'activation plaquettaire.
La centrifugation du plasma est réalisée le plus rapidement possible aprés le préléevement. Elle est

réalisée a température ambiante.

Temps / Vitesse centrifugation Nombre de plaquettes résiduelles
15 min a 1500 g <10 G/L
20 min a 1550 g 2,8 G/L
10 min a 2000 g puis 10 min a 2000 g 0,61 G/L

Définition du PPP pour le CLSI
15 min & 1500 g puis 10 min a 1500 g

(Clinical and Laboratory Standards Institute)

. ) ) PPP par le GEHT
15 min & 2000-2500 g puis 15 min a 2000-2500 g

(Groupe d’étude sur 'hémostase et la thrombose)

Tableau 6 : Méthodes d’obtention de PPP et plaquettes résiduelles dans le prélévement [111]

Le plasma sans plaquettes (PFP) est obtenu a partir du PPP aprés centrifugation a température
ambiante 2 min & 13000 g, au risque d’éliminer quelques microparticules avec les plaquettes [112].
Plusieurs études montrent que les numérations de microparticules sont plus basses dans les PFP que
dans les PPP [113].

5. Conservation des préléevements
Les analyses sont réalisées préférentiellement sur plasma frais. Pour des raisons logistiques et
analytiques, la congélation est inévitable. Elle est réalisée aprés centrifugation du sang et pipetage
doux du plasma. La congélation est réalisée directement a -80°C ou dans 'azote liquide au préalable
[111]. La congélation par elle méme pouvant générer des microparticules, la congélation du plasma
impose la prudence quant a son interprétation [114]. Probablement, les plaquettes résiduelles sont a

l'origine de la production de microparticules durant les étapes de congélation—décongélation. La
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congélation—décongélation du PPP augmenterait 10 fois le nombre de microparticules plaquettaires
mesurées par cytométrie de flux, en comparaison avec un PPP frais. Toutefois, ces résultats sont
subjectifs, les techniques de cytométrie utilisées pour caractériser les microparticules n’étant pas
encore bien établies et standardisées.

6. Isolement des microparticules

La mesure directe des microparticules dans le plasma est préférable pour éviter la perte pendant leur
isolement et préserver leur morphologie. Les avantages a les isoler résident dans la diminution des

interférences avec les protéines plasmatiques et leur accroissement [111].
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2°™ partie : Etude. Matériels et méthodes

A. Recrutement des patients

|. Patients

Les patients sont issus du CHU de Poitiers. Dans un premier temps, les plasmas de patients étaient
sélectionnés en fonction des résultats biologiques perturbés (présence de lupus anticoagulant,
anticorps anti-p2GPI, anticorps anticardiolipines) et des épisodes de thrombose. Depuis janvier 2013,

les patients sont recrutés dans le cadre du protocole TGTA.

II. Protocole TGTA

Le protocole « Test de génération de thrombine et anticorps antiphospholipides » (TGTA) est une
étude autorisée par le Centre de protection de personnes ouest, dont le promoteur est le CHU de
Poitiers. Le directeur surveillant est Jérome Duchemin.

Lors d’une hospitalisation ou d’une consultation dans le service de médecine interne, tous les patients
adultes présentant des anticorps antiphospholipides et/ou des épisodes de thrombose, sont informés
du but de I'étude et des différents dispositifs, par une explication orale et par la remise d'un document

d'information.

Ill. Examens réalisés

Les patients susceptibles d’entrer dans notre étude ont un bilan de coagulation (TP, TCA, Fibrinogéne,
temps de thrombine), une recherche d’anticorps antiphospholipides (dRVVT, aCL, anti-B2GPI) et un
bilan de thrombophilie (antithrombine, protéine C et S, recherche de résistance a la protéine C activée,

recherche de mutation du Fll et du FV Leiden).
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B. Pré-analytique

Toutes les étapes suivent les recommandations du GEHT (Groupe d’étude sur '’hémostase et la
thrombose) [115].

I. Tubes citratés

Les tubes a prélévement utilisés sont des tubes stériles, marqués CE, en matériaux polyméres PET
(polyethylene terephthalate), sous vide. L’anticoagulant est une solution tamponnée (pH final = 7,3-
7,45) de citrate de sodium a une concentration de 0,109 M. Le rapport anticoagulant/sang est de 1

volume d’anticoagulant pour 9 volumes de sang.

Il. Réalisation du prélévement

Les conditions pré-analytiques sont fondamentales. Il est nécessaire de prévenir I'activation ex-vivo
du sang conduisant a la libération accidentelle de microparticules. Un traitement inadéquat de
I'échantillon peut provoquer une élévation des phospholipides procoagulants suite a une activation in
vitro des plaquettes. La prise de sang est réalisée de préférence avec une aiguille de grand diamétre
entre 19 G (1mm) et 22 G (0.7mm). Une petite aiguille réduirait le flux sanguin, activerait les
plaquettes et augmenterait la quantité de microparticules.

La ponction veineuse est réalisée au pli du coude, éloigné de toute perfusion, le matin (sauf si patient
vient en consultation), au repos depuis 5min, en position assise, si possible sans garrot. Le garrot est
peu serré, maintenu moins d’'une minute. Si les veines sont fines ou difficiles, le laisser en place en le
serrant modérément. Avec les tubes sous vide, dés que le sang afflue dans le tube, le garrot est
desserré. Un repas léger sans matiéres grasses est autorisé. Le sang veineux destiné a notre étude
est prélevé sur tube citraté. Les tubes citratés sont les premiers tubes collectés si d’autres tubes sont
prélevés lors de la ponction, pour éviter la contamination par d’autres anticoagulants et notamment
I'héparine. En cas d'utilisation d’aiguille a ailettes pour les ponctions difficiles, il faut respecter
quelques précautions. La tubulure est courte (longueur < 6¢cm, volume mort < 150ulL). Le premier
tube prélevé est éliminé pour éviter les phénoménes d’activation lors du passage du sang dans la
tubulure. Les tubes sont immédiatement étiquetés et envoyés au laboratoire dans les plus brefs délais.
Le remplissage des tubes doit étre > 90% pour ne pas trop modifier les rapports citrate/sang. Le

transport des tubes au laboratoire est réalisé a température entre 18°C et 22°C.

lll. Traitement des échantillons

Le délai entre le prélevement et la réalisation des tests ne doit pas dépasser 4h. Les tubes citratés
sont enregistrés au laboratoire et subissent immédiatement une double centrifugation thermostatée
(18 - 22°C) a 2500g. Une premiére centrifugation est réalisée pendant 15min. Le surnageant
plasmatique est séparé du reste des éléments et subit une seconde centrifugation identique pendant

15min. Nous obtenons un plasma pauvre en plaquettes prét a étre analysé ou congelé.
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IV. Stockage

Les échantillons centrifugés sont divisés en aliquotes de 500 uL, dans des tubes avec bouchon a vis,

en matériau non mouillable et congelés immédiatement a -20°C.
V. Préparation avant traitement

Les aliquotes sont décongelés rapidement au bain-marie a 37°C puis homogénéisés juste avant la

réalisation des tests.
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C. Génération de thrombine

I. Dispositif expérimental
Notre dispositif est composé de :
- Fluorimétre Fluoroskan Ascent (Thermolabsystems);
- Logiciel Thrombinoscope®(V3.0.029) de calcul de concentration en thrombine active ;
- Substrat fluorigéne Z-Gly-Gly-Arg-AMC, calcifié, tamponné a pH=7,35 ;
- Activateur (facteur tissulaire 120pM — phospholipides 24 uM) ;
- Activateur facteur tissulaire seul (6000pM) ;
- Activateur phospholipides seuls (4uM) ;
- Solution de PCa (165nM) ;

- Solution de calibration (750nM équivalent thrombine).

II. Protocole de mesure

La génération de thrombine est mesurée selon la méthode de Hemker et al. Dans un puits sont
mélangés 80uL de plasma a tester, 20uL d’activateur, avec ou sans PCa. L’appareil distribue 20uL de
solution déclenchante (substrat fluorigéne et Ca2+). La mesure de la fluorescence est réalisée toutes
les 20 secondes pendant 1h. Le logiciel Thrombinoscope® interpréte la fluorescence et en déduit la
quantité de thrombine générée en temps réel.

L’utilisation d’'un substrat fluorogénique réagissant lentement avec la thrombine permet une mesure
en continu de la génération de thrombine. La génération de thrombine est déclenchée par le Ca®"en
présence de l'activateur. Le principe de la mesure est basé sur la conversion en équivalent thrombine
du changement de fluorescence (dF) durant un intervalle de temps (dt). Lors de sa génération, la
thrombine se trouve sous 4 formes :

- Thrombine libre ;

- Thrombine liée au fibrinogéne ;

- Thrombine liée a I'a2-macroglobuline ;

- Thrombine liée a I'antithrombine.

Le calibrateur utilisé dans la technique est un complexe thrombine-a2-macroglobuline d’activité
connue (750nM) permettant de déterminer un facteur de calibration. Ce facteur tient compte de
I'appareil utilisé, 'dge des lampes, la couleur du plasma a tester.

Le programme informatique integre les différentes constantes relatives aux 3 complexes, et extrapole
la concentration de thrombine libre au cours du temps. La génération est achevée lorsqu’il n’y a plus

de thrombine libre dans le milieu.
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lll. Préparation des solutions et tampons

1. Tampon Hépés a 20mM (PM : 238,3 molaire) :
- Pour 100 mL, peser 0,476g d’'Hépés

- Dissoudre dans 100 mL d’eau distillée
- Ajuster le pH a 7,35

- Conserver a4°C

2. Solution de polybrene a 30g/L
- Pour 5mL, peser 150mg de polybréne
- Dissoudre dans 5 mL d’eau distillée

- Conserver a4°C

3. Working Buffer
- Pour 100mL, peser 0,476g d’Hépés
- Peser 0,818g de NaCl a 140mM (PM : 58,44 molaire)
- Dissoudre dans 100 mL d’eau distillée
- Ajuster le pH a 7,35
- Ajouter 500mg de BSA (albumine de sérum bovin)
- Laisser dissoudre sans agiter

- Conserver a4°C

4. Working Buffer avec polybréne
- Pour 100mL, peser 0,476g d’Hépes
- Peser 0,818g de NaCl & 140mM (PM : 58,44 molaire)
- Dissoudre dans 100 mL d’eau distillée
- Ajouter 1 mL polybréne a 30g/L
- Ajuster le pH a 7,35
- Ajouter 500mg de BSA (albumine de sérum bovin)
- Laisser dissoudre sans agiter

- Conserver a4°C

5. Calibrateur Thrombine (750 nM équivalent thrombine)
- Reconstituer le flacon (Diagnostica Stago) par 1 mL d’eau distillée

- Aliquoter en tubes Eppendorf® sous un volume de 250uL
- Stocker a -20°C
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6. Protéine C activée
- Reconstituer le flacon (Diagnostica Stago) par 1mL d’eau distillée (164 nM)
- Ajouter 312 pL de Working Buffer, homogénéiser
- Aliquoter sous un volume de 125 uL en tubes Eppendorf®
- Stocker a -20°C

7. Protéine C activée avec polybréne
- Reconstituer le flacon (Diagnostica Stago) par 1mL d’eau distillée (164 nM)
- Ajouter 138 pL de Working Buffer avec polybréne, homogénéiser
- Aliquoter sous un volume de 125 uL en tubes Eppendorf®
- Stocker a -20°C

8. Activateur (facteur tissulaire 120 pM — phospholipides 24 uM)
- Reconstituer le flacon (Diagnostica Stago) par 1mL d’eau distillée

- Aliquoter sous un volume de 250 uL en tubes Eppendorf®
- Stocker a -20°C

9. Facteur tissulaire (6000 pM)
- Reconstituer le flacon (Dade Behring)
- Aliquoter sous un volume de 250 puL en tubes Eppendorf®
- Stocker & -20°C

10.Phospholipides (4mM)

- Reconstituer le flacon (Diagnostica Stago)
- Aliquoter sous un volume de 125 uL en tubes Eppendorf®
- Stocker a -20°C

IV. Préparation des solutions de travail

1. Activateur
a) préparer une solution fille :
- Décongeler les 250uL d’'activateur
- 550uL de Working Buffer

b) préparer la solution sans PCa :
- 280 uL solution fille
- 70 pL Working Buffer
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c) préparer la solution avec PCa :
- 500uL solution fille
- 125ulL protéine C activée a 125nM

2. Activateur avec polybréne
a) préparer une solution fille 2 :
- Décongeler les 250uL d’activateur

- 550uL de Working Buffer avec polybréne

b) préparer la solution sans PCa
- 280 pL solution fille 2
- 70 uL Working Buffer sans polybréne

c) préparer la solution avec PCa :
- 485pL solution fille 2
- 125ulL protéine C activée a 145nM

3. Activateur FT (facteur tissulaire seul a 30pM)
a) préparer une solution fille 3 :
- 25uL facteur tissulaire décongelé

- 125uL Working Buffer

b) préparer la solution d’activateur FT (30pM) :
- 18uL solution fille 3
- 582uL Working Buffer

4. Activateur PL (phospholipides seuls a 1uM)
- Décongeler les 125uL de phospholipides

- Ajouter 375uL de Working Buffer

5. Substrat fluorogénique

Ce substrat FluCa-kit (Diagnostica Stago) est a préparer extemporanément avant la mise en route de

I'expérience :
- 30uL substrat du kit
- 1200pL Fluobuffer

- Homogénéiser pour faire disparaitre le précipité blanc.
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V. Mesures

Elles sont réalisées a I'aide du logiciel Thrombinoscope®.

1. Préparation du schéma de plaque

Avec le logiciel, les patients sont positionnés sur la plaque, chaque puits est représenté par un cercle

ponctué.
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Figure 6 : schéma de plaque de génération de thrombine. Un puits réactionnel est matérialisé en rouge, il
est comparé au calibrateur matérialisé en jaune.

2. Préparation de la plaque
Déposer 20uL d’activateur a tester dans les puits rouges, 20uL de calibrateur dans les puits jaunes.

Déposer 80uL de plasma a tester.

3. Réalisation de I'analyse
L’analyse est déclenchée a partir du logiciel. L'automate répartit le substrat fluorochrome calcifié dans
les puits du plan de plaque. Il contient le ca” permettant le déclenchement de la génération de
thrombine dés la distribution. La fluorescence de chaque puits est mesurée toutes les 20 secondes

pendant 1h.
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4. Résultats

La mesure réalisée sur chaque plasma étudié est réalisée plusieurs fois selon la quantité disponible.

Les chiffres rendus représentent la moyenne des résultats obtenus. Lorsqu’un résultat est jugé

aberrant, il est abandonné au profit des autres et n’entre pas dans le calcul de la moyenne.

Un plasma standard est traité dans les mémes conditions que les plasmas a étudier et constitue un

élément de contrble pour interpréter les résultats. Les parameétres mesurés sont :

- latence en min ;

- potentiel thrombinique endogéne (ETP), aire sous courbe exprimée en nM.min ;
- pic de thrombine, concentration maximale de thrombine en nM ;

- temps nécessaire pour atteindre cette concentration maximale en min.

5. Calculs

De ces paramétres mesurés, sont calculés :

Pic(PCa)
Latence(PCa)
Pic(sansPCa)

Latence(sansPCa)

Ratio LA=1-

Ratio LA patient

Ratio LA normalise = ot "o ntréle

ETP(PCa)

Taux d'inhibition=1- ETP(sansPCa)

Taux d'inhibition patient

Taux d'inhibition normalise = o prpition contréle

Pic(sansPL)
Latence(sansPL)

Ratio PL =

Ratio PLpatient

Ratio PL normalisé = oy 5o rirale

Pic(sansFT)

Ratio FT = Latence(sansFT)

Ratio FTpatient

Ratio FT normalisé = rr o rirale
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D. Détection des phospholipides procoagulants

Les propriétés procoagulantes des phospholipides reposent principalement sur I'externalisation et
I'exposition de la phosphatidylsérine a la surface membranaire suite a divers stimuli (activation
cellulaire, apoptose) permettant 'assemblage de complexes enzymatiques de la coagulation. Ce
remaniement membranaire génére également la libération de microparticules qui conservent les
caractéristiques de la cellule émettrice. Il est désormais admis que les microparticules constituent un

réservoir circulant d’effecteurs cellulaires impliqués dans la thrombose, I'inflammation.

. Principe du test STA-PROCOAG-PPL

Le principe du test consiste a mesurer, en présence de calcium, le temps de coagulation d’'un plasma
activé par le FXa déplété en phospholipides. Le test est dépendant des phospholipides procoagulants
contenus dans le plasma testé. Un raccourcissement du temps de coagulation d’'un échantillon,
mesuré avec le STA-PROCOAG-PPL, par rapport aux valeurs usuelles est le signe d’une
augmentation des phospholipides procoagulants. Le mode de détection est mécanique. Il consiste en
la mesure d’'un temps écoulé au cours duquel une bille métallique est immobilisée par gélification du
plasma. Une cupule contenant la bille métallique est agitée pendant qu’'un détecteur suit les
mouvements de la bille. Le chronométre est déclenché lors de I'ajout du Ca®. A larrét des

mouvements de la bille, le détecteur arréte le chronométre, déterminant le temps de coagulation.

Il. Dispositif expérimental
- Appareil de la gamme STA (Diagnostica Stago)

- Réactif 1 : plasma humain citraté, déplété en phospholipides procoagulants
- Réactif 2 : FXa bovin (0,040 Ul par flacon)
- Réactif 3 : plasma contréle haut

- Réactif 4 : plasma contrdle bas

lll. Mode opératoire

Les réactifs lyophilisés sont reconstitués par ajout d’eau distillée. lls sont mis a bord du STA et les
contréles sont passés de la méme maniére que des plasmas de patients. Dans une cupule contenant
une bille métallique, 25uL de plasma a tester (apport des phospholipides) sont ajoutés a 25uL de
réactif 1 (apport des facteurs de la coagulation). Ce mélange est mis en incubation. La cascade de
coagulation est déclenchée par I'apport de 100uL de FXa et de Ca”". Le chronométre se déclenche au
moment de I'ajout du Ca®. A l'arrét de la bille, lors de la gélification du plasma, le chronométre est

arrété. Le résultat est rendu en secondes.
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E. Outils statistiques

L’étude statistique est réalisée a partir de I'ouvrage décrit par Jean Bouyer [116].

. Diagramme de Henry

Nous avons utilisé le diagramme de Henry pour vérifier que les valeurs des grandeurs étudiées

suivent une distribution normale [117, 118].

ll. Comparaison de moyennes

On dispose de 2 échantillons E1 et E2 tirés de 2 populations P1 et P2 de moyennes (u1 et p2) et
variances (v1 et v2) inconnues. Le probléme posé est de savoir si les 2 échantillons proviennent de 2
populations similaires ou différentes. Y-a-t-il une différence significative entre les moyennes des 2

populations ?

1. Grands échantillons (n1 et n2 2 30)

Formulation des hypothéses :
Ho : Les deux échantillons proviennent de la méme population, P1 et P2 sont identiques. Il n’y pas de
différence significative entre les moyennes des deux populations P1 et P2.

H1 : Les deux échantillons proviennent de deux populations différentes.

A partir du calcul de z,, on calcule la p-value avec le logiciel Excel. On rejette Ho si p < 0,05.
P-value = probabilité d’observer une valeur z > z, sous I'hypothése nulle Ho. Si p est plus grand que le

seuil, on ne peut pas conclure.

2. Petits échantillons (n1 ou n2 < 30)
Il est nécessaire de vérifier la distribution normale des données (droite de Henry) et I'égalité des

variances (test F). A défaut, nous utilisons le test non paramétrique de Wilcoxon.

3. Test F de Fisher Snedecor

Les variances v1 et v2 des 2 populations sont inconnues, nous les estimons a partir des échantillons

s+? et s,% et les comparons avec le test F.

s s
_ - 2 2 _ 2 - 2 2
F =— sis;>s, ouF = sis; >s
$> $
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Ho : égalité des variances, il est possible de réaliser le test t.
H1 : inégalité des variances, il faut utiliser le test non paramétrique de Wilcoxon.

On rejette Ho si Fo > Fa, au risque a = 5%.

4. Testt de Student
Ho : les 2 échantillons de moyennes m1 et m2 proviennent d'une méme population de moyenne .

H1 : les 2 échantillons proviennent de 2 populations différentes.

to=—m M2

e (- 1s; +(n, —1)s;

n +n,-2
A partir du calcul de p-value, on rejette Ho si p < 0,05.

lll. Test de Wilcoxon (n210 ou m210)

Les tests non paramétriques représentent d’excellentes alternatives aux tests habituels paramétriques,
(test de Student pour séries indépendantes ou pour séries appariées, analyse de variance, test du
coefficient de corrélation) dés lors que leurs conditions d’application ne sont pas réunies ou ne
peuvent étre garanties (écart a la normalité, non égalité des variances, faibles effectifs). On cherche a
comparer la distribution d’'une variable X dans deux populations a partir de deux échantillons
indépendants d’effectifs respectifs n et m. On s’intéresse ici a la tendance centrale : la variable a-t-elle
tendance a prendre de plus grandes valeurs dans l'une des deux populations que dans l'autre ? Ce
test constitue le pendant non paramétrique du test de Student de comparaison des moyennes de
deux échantillons indépendants.

On notera 6 un paramétre de position de la distribution (non spécifiée) de la variable.

HO: 81 =062

H1:61#62

W n!N+1)

2

T IIIHFH_( A:’-+l]

V12
N = n+m et W = somme de n (plus petit groupe)

Si z > za alors HO est rejetée au risque o = 5%.

A partir du calcul de p-value, on rejette Ho si p < 0,05.
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IV. Test de corrélation

Pour savoir si deux variables x et y sont indépendantes ou liées, nous utilisons le test de la pente. S’il
y a une liaison, dans le cas ou la distribution est normale, r (coefficient de corrélation) mesure la force

de la liaison.

Formulation des hypothéses :
Ho:r=0 Les deux variables ne sont pas liées.

H1:r# 0 Il existe une liaison entre les deux variables.

. cov(x%Y)
S* Yy

t= ! n-2
1-r’

Sit > ta alors HO est rejetée au risque o = 5%.

A partir du calcul de p-value, on rejette Ho si p < 0,05.

61



3°™ partie : Résultats de I'étude

. Composition des populations

Les tests portent sur 71 patients sélectionnés en fonction des épisodes de thrombose et des

anomalies biologiques. lls sont 4gés de 18 a 88 ans avec une médiane a 43 ans.

Effectifs n Thrombose FeB elplbet el Total
thrombose
Femmes 21 26 47
Hommes 17 7 24
Total 38 33 71
dRVVT positif 7 18 25
Ac Anticardiolipines 2 9 11
Ac antiB2GPI 3 5 8
Association de
plusieurs anticorps 2 9 11
antiphospholipides
Anticorps
antiphospholipides 3 0 3
associés a une autre
anomalie

Tableau 7 Répartition des effectifs suivant les anomalies et les antécédents de thrombose.
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Effectif n Thrombose PEB CIEpIEae el Total
thrombose
Déficit en Protéine C 1 1 2
Déficit en Protéine S 1 1 2
Res’l.stance a.la’ 8 5 10
protéine C activée
Mutation Fll 3 4 7

Tableau 8 Autres anomalies du bilan de thrombophilie.

Il. Etude de I'effet des anticoagulants

Pour tous les plasmas étudiés, un TQ, un TCA et un dosage du fibrinogéne ont été réalisés. Parmi les
patients étudiés, certains sont traités par des anticoagulants (héparine ou AVK) :

- les plasmas de patients qui regoivent de I'héparine sont traités par un tampon contenant du
polybrene (polymére cationique neutralisant I'héparine).

- les plasmas de patients traités par AVK sont dilués au Y2 dans du plasma standard (pool de
plasmas normaux). Malgré ce mélange, il existe une différence significative des différents paramétres

entre les patients traités ou non par AVK.

Sans Protéine C activée
. . . Tps au pic vélocite . Ratio LA
mzto n ETP (nM.min) Pic (nM) Latence (min) (min) (nM/min) Ratio LA normalisé
AVK + 18 878 + 280 107 £ 24 4,90+ 1,05 9,67 +1,54 22,9 5,82 0,90+ 0,09 1,14+0,17
AVK - 20 1518 £ 535 185+ 75 4,92 +2,59 9,97 + 3,05 39,9+21,28 | 0,82+0,24 1,07 +£0,35
Différence X X X X
significative
p 0,00004 0,0001 0,057 0,5 0,004 0,04 0,064
Avec Protéine C activée
m+o | n | ETP(nM.min) Pic (nM) Latence (min) | | PS 2U Pic velocite % Inhibition | ’° Innipition
= : (min) (nM/min) ° normalisé
AVK + 18 187 £ 143 22+17 11,19+5,77 | 17,87 £ 8,63 5,70 £ 5,94 0,79+0,14 1,01+0,17
AVK - 20 392 +379 55162 8,21+3,30 13,46 £4,80 | 14,30+ 18,09| 0,75+0,22 0,99 +0,30
Différence
significative
p 0,054 0,089 0,13 0,31 0,31 0,48 0,36

Tableau 9 Moyenne et comparaison des paramétres avec AVK /sans AVK (avec et sans ajout de PCa).

Comme attendu, la génération de thrombine est perturbée de maniére significative par un traitement
AVK (878 + 280 vs 1518 + 535 nM.min ; p < 0,001). En présence de PCa, on observe également une
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diminution de la génération de thrombine mais celle-ci n’atteint pas la significativité (p = 0,054). Dans

nos conditions d’analyse, le traitement AVK ne modifie pas le taux d’inhibition de la génération de
thrombine par la PCa (1,01 £ 0,17 vs 0,99 + 0,30 ; p = 0,36). Les AVK interférant significativement sur
la génération de thrombine, les patients traités par AVK seront exclus des comparaisons statistiques.

lll. Etude de la génération de thrombine

Nous avons constitué 4 groupes de comparaison :

- groupe 1 : comparaison avec / sans thrombose ;

- groupe 2 : comparaison avec / sans anticorps antiphospholipides ;

- groupe 3 : patients avec anticorps antiphospholipides, comparaison avec / sans thrombose ;

- groupe 4 : patients sans anticorps antiphospholipides, comparaison avec / sans thrombose.

1. Génération de thrombine sans et avec PCa

Comme attendu, les effets de la PCa se traduisent par une diminution significative de la génération de

thrombine et un retard a la formation de thrombine. Elle se traduit dans les 4 groupes par une baisse
de 'ETP (p < 0,0001), une baisse du pic (p < 0,0001), une augmentation de la latence (p < 0,0001),

une augmentation du temps au pic (p < 0,0001) (données non montrées).

a- Comparaison avec / sans thrombose :

Sans PCa
mzo n ETP (nM.min) Pic (nM) Latence (min) Tps au pic (min) | vélocité (nM/min)
Thrombose
T+ 21 1471 + 564 180+ 76 5+2,58 10+2,99 39,1121
Absence de
31 1462 + 610 181,5+69 5,2+2,15 10,1+ 2,54 39,3+15,6
thrombose T-
p 0,478 0,414 0,300 0,380 0,394

Tableau 10 Comparaison des patients avec thrombose / sans thrombose (sans ajout de PCa).

En l'absence de PCa, aucune différence parmi les paramétres de la génération de thrombine n’est

observée entre les patients ayant présenté un accident thromboembolique et ceux n’en ayant pas

présenté.
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Avec PCa

mzzo n ETP (nM.min) Pic (nM) Latence (min) Tps au pic (min) | vélocité (nM/min)
Thrombose T+ 21 374 £ 379 52 +61 8,2+3,.2 13,3+4,7 13,6 +17,9
Absence de
31 506 +327,5 74 + 54 8,4+ 4,05 13,3+5,2 19,8 +15,9
thrombose T-
p 0,037 0,018 0,421 0,453 0,015

Tableau 11 Comparaison des patients avec thrombose / sans thrombose (avec ajout de PCa).

En revanche, en présence de PCa, I'existence d’'un antécédent thromboembolique est associée a une

baisse significative du pic (p = 0,018) et de la vélocité (p = 0,015) malgré 'amplitude importante des

résultats obtenus.

. Taux
Ratio LA Ratio LA . Taux d'inhibition
m+o n normalisé d'inhibition normalisé
Thrombose T+ 21 0,80+0,24 1,10+0,35 0,80 +0,22 1,0+0,3
Absence de
31 0,70+0,23 0,90+0,31 0,60 £0,21 0,80 +0,27
thrombose T-
p 0,005 0,051 0,012 0,020

Tableau 12 Comparaison des ratio LA et taux d’inhibition des patients avec thrombose / sans thrombose.

La présence d’'un antécédent thromboembolique veineux se traduit par une modification significative
du taux d’inhibition (p = 0,020).

b- Comparaison des patients avec / sans anticorps antiphospholipides :

Sans PCa
mto n ETP (nM.min) Pic (nM) Latence (min) | Tps au pic (min) | vélocité (nM/min)
APL+ 25 1226 £ 292 163,5+50 6,1+2,54 10,5+2,77 39,4+15,9
APL- 25 1745 + 684 204 £ 83 4,1+1,59 9,5+2,64 40,8+ 19,5
p 0,005 0,053 0,0003 0,096 0,472

Tableau 13 Comparaison des patients APL+ / APL- (sans ajout de PCa).

Dans ce groupe, en 'absence de PCa, I'ETP est significativement diminué chez les patients APL+

comparativement aux patients APL-

(p=0,005).

significativement le temps de latence (p < 0,001).

De méme,

'existence d'un APL allonge
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Avec PCa

mto n ETP (nM.min) Pic (nM) Latence (min) | Tps au pic (min) | vélocité (nM/min)

APL+ 25 556 + 333 86 + 55,8 8,8+4,1 12,7+4,2 24,2 + 16,8

APL- 25 381+ 349 49 £ 54 8+3,4 13,9+5,8 11,8 +14,7
p 0,037 0,012 0,180 0,187 0,0004

Tableau 14 Comparaison des groupes APL+/ APL- (avec ajout de PCa).

En présence de PCa, le pic (p = 0,012) et surtout la vélocité (p < 0,001) sont significativement

augmentés en présence d’'un APL.

. T
e - Raola | RS e | dmbiton
APL+ 25 0,60+0,24 0,80 £ 0,28 0,60£0,22 0,70£0,26
APL- 25 0,90+0,16 1,20+ 0,28 0,80+0,16 1,10+ 0,21
p 0,00004 0,00003 0,00003 0,000001

Tableau 15 Comparaison des ratio LA et taux d’inhibition des patients APL+/ APL-.

La présence d’APL se traduit par une modification significative du taux d’inhibition (p < 0,001) et du

ratio LA (p < 0,001).

c- Patients porteurs d’anticorps antiphospholipides, comparaison des patients avec / sans

thrombose :
Sans PCa
mzzo n ETP (nM.min) Pic (nM) Latence (min) Tps au pic (min) | vélocité (nM/min)
Thrombose T+ 6 1269 * 245 172 +63 6,1+3,84 10,3 + 4,49 44 +21
Absence de
19 1211 +311 161 + 47 6,1+2,13 10,5+ 2,16 37,9+ 14
thrombose T-
p 0,298 0,379 0,853 0,853 0,313

Tableau 16 Chez les patients APL+ uniquement. Comparaison des patients avec thrombose / sans
thrombose (sans ajout de PCa).
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Avec PCa

mzzo n ETP (nM.min) Pic (nM) Latence (min) Tps au pic (min) | vélocité (nM/min)
Thrombose T+ 6 558 + 355 80+ 55,8 8,4+2,95 12,3+3,6 22,8 +18,3
Absence de
19 556 £ 337 88+57,1 8,9t4,5 129+44 24,7 £ 16,8
thrombose T-
p 0,437 0,538 0,418 0,366 0,537

Tableau 17 Chez les APL+ uniquement. Comparaison des patients avec thrombose / sans thrombose (avec

ajout de PCa).

Que ce soit en I'absence ou en présence de PCa, aucune différence parmi les paramétres de la

génération de thrombine n’est observée entre

thromboembolique et ceux n’en ayant pas présenté.

les patients ayant

présenté un accident

d- Patients sans anticorps antiphospholipides, comparaison des patients avec / sans
thrombose :
Sans PCa
mzzo n ETP (nM.min) Pic (nM) Latence (min) Tps au pic (min) | vélocité (nM/min)
Thrombose T+ 15 1552 + 639 183 + 83 4,6 +£1,88 9,9+2,34 37,1+21,3
Absence de
12 1858 + 761 214 + 86 3,7£1,2 9,5+3,03 41,5+18,3
thrombose T-
p 0,128 0,186 0,099 0,288 0,325

Tableau 18 Chez les APL- . Comparaison des groupes avec / sans thrombose (sans ajout de PCa).

Avec PCa
mzo n ETP (nM.min) Pic (nM) Latence (min) Tps au pic (min) | vélocité (nM/min)
Thrombose T+ 15 300+373,8 | 40,8+61,6 8,1+3,4 13,8+5,1 10+17
Absence de
12 428 £ 310 52,3+43,5 7,7+3,3 13,9+6,3 12,2+11,2
thrombose T-
p 0,059 0,094 0,384 0,444 0,094

Tableau 19 Chez les APL- . Comparaison des groupes avec / sans thrombose (avec ajout de PCa).

Comme dans le groupe précédent, un antécédent thromboembolique n’entraine aucune modification

de la génération de thrombine, que ce soit en absence ou en présence de PCa.
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2. Génération de thrombine sans phospholipides

Les tests sont réalisés maintenant en I'absence de phospholipides.

a- Comparaison des patients avec / sans thrombose :
En 'absence de phospholipides, aucune différence de paramétres de la génération de thrombine n’est
observée parmi les patients des groupes de comparaison 1, 3 et 4, soulignant la non influence d'un

antécédent thromboembolique (données non montrées).

b- Comparaison des patients avec / sans anticorps antiphospholipides :
Dans le groupe de comparaison des patients avec / sans anticorps antiphospholipides, la présence

d’'un APL se traduit par une modification importante de tous les paramétres de la génération de

thrombine.

Sans phospholipides
Ratio PL Ratio PL normalisé

m=*o | n | ETP @Mmin) | Pic(mM) | Latence (min) | Tps au pic (min) | vélocité (nM/min)

APL+ 26| 1165+ 326 95+32 | 550+1,97 10,4+2,4 20,0+ 8,0 20,1 +10,2 0,6+0,3

APL- | 25| 1510+448 | 130+43 | 3,70%+1,43 9,0£2,2 26,1+10,5 394+17,5 1,2+0,5
p 0,0021 0,0008 0,0001 0,0108 0,0130 0,0001 0,0001

Tableau 20 Comparaison des patients APL+/ APL- (sans ajout de phospholipides).

3. Génération de thrombine sans facteur tissulaire

Les tests sont réalisés maintenant en I'absence de facteur tissulaire.

a- Comparaison des patients avec / sans thrombose :

Sans facteur tissulaire (FT) . Ratio FT

< PV, Ratio FT L,

m+o n ETP Pic (nM) Latence Tps au pic vélocité normalisé
- (nM.min) (min) (min) (nM/min)

Thrombose T+ 21 | 965+492 |153+94|16,3+7,1| 19,7+8,5 | 55+40,9 |11,0+8,5| 6,2+8,2

Absencede | o) | o o 560 |124+97|217£7,7 | 264488 | 3874344 | 75£75 | 36+3,9
thrombose T-
D 0338 | 0,148 | 0,016 0,010 0,107 0,210 0,209

Tableau 21 Comparaison des groupes avec thrombose / sans thrombose (sans ajout de FT).

Seule une différence significative du temps de latence (p = 0,016) et du temps au pic (p = 0,010) ont
pu étre mis en évidence, avec un raccourcissement des temps chez les patients présentant un

antécédent thromboembolique.
De plus, I'existence d’'un antécédent d’accident thromboembolique ne semble pas avoir d’'influence

majeure sur les résultats, que les patients aient ou non un APL (données non montrées).
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b- Comparaison des patients avec / sans anticorps antiphospholipides :

Sans facteur tissulaire (FT)
Ratio FT | Ratio FT normalisé

M o | n | ETP (nM.min) | Pic (nM) | Latence (min) | Tps au pic (min) | vélocité (nM/min)

APL+ |26 671477 |101+84| 22,1+9,5 26,2 £10,6 33,3+33,0 57+6,4 2,5+2,8

APL- |25| 1120+504 {17697 | 17,0%5,5 21,1+7,5 59,7+38,5 |12,6+8,3 7,1+£7,7

0,077 0,001 0,0004

p 0,001 0,002 0,004 0,007
Tableau 22 Comparaison des groupes APL+ / APL- (sans ajout de FT).

Dans ce groupe de comparaison, la présence d’'un APL se traduit par une modification importante de
tous les paramétres de la génération de thrombine. Ces modifications associent une diminution de

'ETP (671 £ 477 vs 1120 + 504 nM.min ; p = 0,001) et un allongement du temps de latence (22,1

9,5vs 17,0 £ 5,5 min ; p = 0,004).

IV. Comparaison du ratio LA normalisé avec les tests courants

. Anticorp_s . Lupus anticoagulant
antiphospholipides

Vrai positif 17 16

Faux positif 1 2

Vrai négatif 36 39

Faux négatif 12 8
Sensibilité 59% 67%
Spécificité 97% 95%

Tableau 23 Sensibilité et spécificité du ratio LA normalisé (pour un seuil a 0,90), par rapport a la
détection des anticorps antiphospholipides et lupus anticoagulants par les méthodes actuelles.

V. Etude de I’activité procoagulante circulante

Nous avons comparé I'activité procoagulante entre les patients traités ou non par AVK.

Activité procoagulante m * o
n (secondes)
AVK + 17 47,7 +6,43
AVK - 19 58,6 + 15,92
p 0,028

Tableau 24 Chez tous les patients, comparaison de I’activité procoagulante avec et sans AVK.
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Les AVK interférant significativement sur l'activité procoagulante circulante, les patients traités par
AVK sont exclus des comparaisons statistiques.

1. Activité procoagulante circulante des patients sans AVK
Nous avons repris les 4 groupes de comparaison :
- groupe 1 : patients avec / sans thrombose ;
- groupe 2 : patients avec / sans anticorps antiphospholipides ;
- groupe 3 : groupe anticorps antiphospholipides, patients avec / sans thrombose ;

- groupe 4 : groupe sans anticorps antiphospholipides, patients avec / sans thrombose ;

a- Comparaison des patients avec / sans thrombose :

Activité procoagulante m* o
n (secondes)
T+ 20 57,8 +15,9
T- 27 54,9 + 14,8
p 0,281

Tableau 25 Chez tous les patients sans AVK, comparaison de I’activité procoagulante des patients avec et
sans thrombose.

L'existence d’'un antécédent d’accident thromboembolique ne semble avoir aucune influence sur les

résultats obtenus.

b- Comparaison des patients avec / sans anticorps antiphospholipides :

Activité procoagulante m £ o
(secondes)
n
APL+ 21 64,4 £ 15,9
APL- 24 50,3 +10,8
p 0,0002

Tableau 26 Chez tous les patients sans AVK, comparaison de I’activité procoagulante des patients avec et
sans anticorps antiphospholipides.

Dans ce groupe, la présence d'un APL se traduit par I'allongement significatif du temps de coagulation
(p <0,001).
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2. Corrélations entre I’activité procoagulante circulante et la génération

de thrombine

a- Génération de thrombine avec et sans PCa
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Figure 7 : Relation entre le temps de latence (sans PCa) et ’activité procoagulante circulante (p < 0,001).
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Figure 8 Relation entre le temps de latence (avec PCa) et I’activité procoagulante circulante (p = 0,003).

L’activité procoagulante circulante est essentiellement corrélée au temps de latence de la génération
de thrombine :

- en I'absence de PCa (r = 0,596 ; p < 0,001) ;

- en présence de PCa (r = 0,430 ; p = 0,003).

71



b- Génération de thrombine sans phospholipides
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Figure 9 Relation entre le potentiel endogéne de thrombine (sans ajout de phospholipides) et ’activité

procoagulante circulante (p < 0,001).
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Figure 10 Relation entre le pic de thrombine (sans ajout de phospholipides) et I’activité procoagulante

circulante (p <0,001).
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Figure 11 Relation entre le temps de latence (sans ajout de phospholipides) et I’activité procoagulante

circulante (p < 0,001).

L’activité procoagulante circulante est corrélée aux différents paramétres de la génération de

thrombine en I'absence de phospholipides : ETP, pic, temps de latence.

3. Corrélations entre I’activité procoagulante circulante et la génération

de thrombine chez les porteurs de lupus anticoagulants :
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Figure 12 Relation entre le potentiel endogéne de thrombine (sans ajout de phospholipides) et I’activité
procoagulante circulante chez les patients porteurs de lupus anticoagulants (p = 0,007).
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Figure 13 Relation entre le pic de thrombine (sans ajout de phospholipides) et I’activité procoagulante
circulante chez les patients porteurs de lupus anticoagulants (p < 0,001).
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Figure 14 Relation entre le temps de latence (sans ajout de phospholipides) et I’activité procoagulante
circulante chez les patients porteurs de lupus anticoagulants (p = 0,024).

La division de la population en patients porteurs de lupus anticoagulant LA+ (n = 18) et LA- (n = 27)
fait apparaitre que les corrélations semblent liées a la présence d’un LA. Notamment, les corrélations
sont maintenues entre I'activité procoagulante circulante et I'ETP (r = -0,612 ; p = 0,007), le pic (r = -
0,788 ; p < 0,001) et le temps de latence (r = 0,527 ; p = 0,024) chez les patients LA+, alors qu’elles

ont disparu chez les patients LA- .
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Figure 15 Relation entre le potentiel endogéne de thrombine (sans ajout de phospholipides) et le dARVVT
chez les patients porteurs de lupus anticoagulants (p = 0,017).

Il existe une corrélation entre le ratio normalisé du dRVVT, (test utilisé pour le diagnostic des LA), et

'ETP mesuré en I'absence de phospholipides (r = -0,555 ; p = 0,017).



4°™ partie : Discussion

Notre étude avait pour objectif d’analyser le comportement du test de génération de thrombine chez
des patients porteurs d’anticorps antiphospholipides (APL) ainsi que I'éventuel influence des
microparticules chez ces patients. Les tests de coagulation courants (TP, TCA, fibrinogéne), dRVVT,
tests ELISA a la recherche d’anticorps anticardiolipines et anti B2GPI, nous ont permis de dépister les
patients porteurs d’anticorps antiphospholipides. La génération de thrombine est la résultante d’'un
équilibre entre les activités procoagulantes et anticoagulantes. L’utilisation de plusieurs paramétres
tels que le potentiel thrombine endogéne, le pic, la latence, la vélocité, a permis un recueil complet de
données.

Le test de génération de thrombine est long et fastidieux a utiliser dans sa configuration actuelle. Nous
avons rencontré des arréts inopportuns de [l'appareil, nous obligeant a réitérer les tests et
occasionnant des pertes de plasmas précieux. Le Fluoroskan® nécessite de distribuer les réactifs et
les plasmas avec une attention toute particuliere, le risque d’erreur est accru. Pour le rendre utilisable
en routine, il serait préférable d’automatiser la distribution des réactifs et des plasmas. De surcroit, le
traitement des courbes n’est pas aisé, le logiciel Thrombinoscope® nécessiterait quelques

simplifications dans son utilisation.

L’étude a porté sur 71 patients sélectionnés en fonction des épisodes de thrombose et des anomalies
biologiques. Les différentes catégories de population sont bien réparties entre les patients souffrant ou
non de thrombose d'une part, et les patients porteurs ou non d’anticorps antiphospholipides. Bien
gu’homogénes, les groupes ne sont pas rigoureusement identiques. Chez certains patients,
I'existence d'un traitement anticoagulant a posé quelques difficultés techniques. En présence
d’héparine, la courbe de génération de thrombine subit un aplatissement important, reflet de I'activité
anticoagulante de I'héparine, rendant la courbe inexploitable. L’ajout de polybréne, agent neutralisant

I’héparine, a permis I'exploitation des courbes chez ces patients.

Pour certains auteurs, le test de génération de thrombine reste utilisable chez des patients traités par
AVK [48]. Les plasmas de patients traités par AVK sont dilués au 2 dans du plasma standard (pool de
plasmas normaux). Malgré ce mélange, il existe une différence significative des différents parameétres
entre les patients traités ou non par AVK. Nous observons une diminution significative de la quantité
de thrombine générée, effet attendu in vivo pour empécher la survenue de thrombose. Les
diminutions portent sur la quantité de thrombine générée (ETP et hauteur de pic) et peuvent atteindre
40%. Toutefois, en présence de protéine C activée, ces différences s’estompent et les différences ne
sont pas significatives, probablement en raison de la grande amplitude des valeurs enregistrées. |l est
intéressant de constater que dans nos conditions de travail, le taux d’inhibition induit par I'ajout de
PCa, ne semble pas étre modifié par un traitement AVK. Cette observation devra étre vérifiée. Il

faudrait déterminer le taux d’inhibition induit par I'addition de PCa chez un méme groupe de patients
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avant et aprés la mise en place d'un traitement par AVK. Ainsi, les modifications importantes de
génération de thrombine observées nous ont obligés a écarter les patients sous AVK de nos tests

statistiques.

Nous avons constitué différents groupes de comparaison :

- groupe 1 : comparaison avec / sans thrombose ;

- groupe 2 : comparaison avec / sans anticorps antiphospholipides ;

- groupe 3 : anticorps antiphospholipides, comparaison avec / sans thrombose ;

- groupe 4 : sans anticorps antiphospholipides, comparaison avec / sans thrombose.

I est a noter que le nombre de patients sans AVK, présentant a la fois un antécédent

thromboembolique et des APL est faible (n = 6).

Nous avons commencé par vérifier les effets de la PCa. Comme attendu, ses effets se traduisent par
une diminution significative de la génération de thrombine et un retard a sa formation. Elle se traduit
par une baisse de I'ETP, une baisse du pic, un allongement du temps de latence et du temps au pic.

Le calcul du taux d’inhibition nous a permis de comparer I'action de la PCa.

En I'absence de PCa, nous observons une génération de thrombine significativement diminuée (ETP)
et un retard a sa génération (latence) chez les patients porteurs d’anticorps antiphospholipides APL+.
Les mémes différences sont observées, aussi bien en I'absence de phospholipides qu’en I'absence de
facteur tissulaire. Tout se passe comme si les APL inhibaient la génération de thrombine.
L’allongement du temps de latence est similaire au phénoméne d’allongement du TCA causé par les
APL.

En présence de PCa, la génération de thrombine est significativement augmentée chez les APL+
(ETP, pic, vélocité) sans allongement du temps de latence. Cette situation semble se rapprocher de
I'augmentation du risque thrombotique in vivo chez les porteurs d’APL. Ce phénoméne est assimilable
a une résistance a la PCa. Une résistance acquise a la PCa peut étre observée en l'absence de
mutation du FV Leiden chez les patients porteurs d’APL [119-123]. Elle peut étre mise en évidence
par le calcul du taux d’inhibition. Ce taux qui diminue traduit une insensibilité a la PCa et devait nous
permettre d’identifier les patients a risque thrombotique parmi les APL+. En accord avec Liestol et al,
nous remarquons une diminution du taux d’inhibition chez les APL+ [48]. Cette résistance a la PCa
acquise, exprimée par le test de génération de thrombine, représenterait un facteur de risque
supplémentaire de thrombose [48]. Cependant, contrairement a cette équipe, nous ne remarquons
pas de différence significative entre les patients ayant un antécédent thromboembolique et ceux sans
antécédent. Notre population est plus réduite (25 patients APL+ vs 81) et la proportion de patients
ayant thrombosé est faible (24% vs 64%).

Le ratio LA tient compte de la combinaison des résultats du temps de latence et du pic, avec et sans

PCa. Il a tendance a diminuer chez les patients présentant un lupus anticoagulant (LA). En accord
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avec I'étude de I'équipe de Devreese, le ratio LA apparait étre insensible aux AVK et discriminant vis
a vis des APL [45]. Toutefois, la comparaison entre les tests de routine et le ratio LA est intéressante.
Elle montre des résultats légérement inférieurs pour tous les types d’anticorps antiphospholipides
(sensibilité = 59% ; spécificité = 97%). Elle montre des résultats Iégérement inférieurs pour les lupus

anticoagulants (sensibilité = 67% ; spécificité = 95%).

Paradoxalement, en présence de PCa, la génération de thrombine des patients ayant présenté un
épisode de thrombose est significativement diminuée par rapport au groupe sans thrombose (ETP, pic,
vélocité). Nous observons un taux d'inhibition plus bas chez les patients sans antécédent
thromboembolique. Une diminution du taux d’inhibition souligne une résistance a la PCa. |l apparait
que 66% des patients sans antécédent thromboembolique présentent un APL, contre 35% dans la
population ayant thrombosé. Il est raisonnable de penser que le déséquilibre vis a vis des APL est
responsable de ce résultat paradoxal. Cette absence d’effet de la composante « thrombose » est

confirmée par I'absence de différence dans les groupes 3 et 4.

Les tests réalisés en l'absence de phospholipides montrent une diminution significative de la
génération de thrombine (ETP, pic, vélocité) chez les patients porteurs d’APL. Ce test semble
discriminant de la présence d’APL. Il met en évidence une diminution du ratio PL chez les porteurs
d’APL. De surcroit, nous observons en I'absence de phospholipides, une corrélation significative entre
I'ETP et le dRVVT utilisé pour diagnostiquer les LA. L’ensemble de ces résultats nous montre l'intérét

du test réalisé sans phospholipides pour le dépistage des anticorps antiphospholipides.

En [l'absence de phospholipides, nous ne retrouvons pas d’influence d'un antécédent
thromboembolique sur la génération de thrombine.

Toutefois, en I'absence de facteur tissulaire (FT), I'existence d’un antécédent thromboembolique se
traduit par un raccourcissement significatif du temps de latence, qui équivaut a une génération de
thrombine qui démarre plus rapidement et a un état procoagulant. La encore, l'influence des APL doit
étre pris en compte. Selon Ollivier et al le temps de latence serait FT-dépendant [49]. Ainsi, en
présence d’une forte concentration de FT (5uM), I'action inhibitrice des APL sur les phospholipides
n'aurait que peu d’effet sur le temps de latence (aucune différence significative n’est observée entre
les patients avec ou sans antécédents thromboemboliques). Par contre, en I'absence de FT, elle ne
dépend que des phospholipides apportés par le milieu réactionnel et ceux apportés par le plasma du
patient. Les APL neutraliseraient les phospholipides ajoutés. Dans notre étude, la prolongation du
temps de latence dans la population sans antécédent thromboembolique pourrait étre expliquée par la
surreprésentation des patients APL+ dans ce groupe.

Toutefois, une autre hypothése est possible. Des microparticules riches en FT sont retrouvées en
quantité élevée chez les patients qui présentent des épisodes thromboemboliques récidivants [124,
125]. Nous pourrions envisager une augmentation des microparticules riches en FT chez les patients

ayant des antécédents thromboemboliques, a I'origine d’un raccourcissement du temps de latence.
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L’étude de Il'activité procoagulante montre des résultats particuliers puisque nous observons une
diminution significative de l'activité procoagulante (allongement du temps de coagulation) chez les
patients non traités par AVK comparativement a ceux traités. Il est raisonnable de penser qu’un
déséquilibre vis a vis des APL entre les 2 populations comparées serait a I'origine de ce résultat
surprenant (la proportion d’APL+ représente 50% des patients non traités par AVK, contre 16,5% chez

les patients traités).

L’influence des APL sur l'activité procoagulante circulante est caractérisée par I'allongement
significatif du temps de coagulation chez les patients APL+. Par ailleurs, l'activité procoagulante
circulante a tendance a étre plus faible dans le groupe thrombose, traduisant une activité inférieure
des phospholipides procoagulants. Il semble que tout se passe comme si les APL neutralisaient les
microparticules procoagulantes. Cette observation est renforcée par la corrélation observée entre
l'activité procoagulante circulante et les paramétres de génération de thrombine en I'absence de
phospholipides. Dans les 2 techniques, ceci pourrait ressembler a une neutralisation des
phospholipides microparticulaires par les APL.

Par ailleurs, il est intéressant de noter que le temps de latence est plus court dans le test sans
phospholipides (FT 5 pM; PL 0 uM) que dans le test de base (FT 5 pM; PL 1 uM) soulignant le
caractére procoagulant des microparticules plasmatiques. Les microparticules sont riches en
phosphatidylsérine, résultat de la réorganisation des phospholipides membranaires lors de la
vésiculation. Par leur composition, elles pourraient étre différentes des microvésicules
phospholipidiques apportées dans le test de base (20% de phosphatidylsérine). On peut imaginer
gu’en I'absence de phospholipides ajoutés, les premiéres traces de thrombine se forment rapidement
sur une surface phospholipidique riche en phosphatidylsérine procoagulante [126]. Cela se traduit par
un temps de latence court. Sur les microparticules, I'ensemble de la surface phospholipidique
disponible est réduite, la phase amplificatrice de génération de thrombine se fait mal, conduisant & un
pic plus faible. Cependant, lors du test de base (FT 5 pM; PL 1 uM), la surface phospholipidique
moins riche en phosphatidylsérine, serait responsable d’'un temps de latence plus long. Dans ces
conditions, I'ensemble de la surface phospholipidique est plus favorable a la phase ampilificatrice,

conduisant a un pic de thrombine plus important.

Chez les patients APL+ non traités par AVK, [l'activité procoagulante est significativement allongée
dans le groupe de patients ayant des antécédents de thrombose, ce qui traduit une quantité de
phospholipides procoagulants inférieure chez ces patients. Ces résultats sont confirmés par les
corrélations entre l'activité procoagulante et les paramétres de génération de thrombine. Tout se
passe comme si les APL neutralisaient 'ensemble des microparticules. Aussi, il serait possible
d’'imaginer que les APL soient a l'origine d’une diminution des microparticules procoagulantes ainsi
que des microparticules a propriétés anticoagulantes par la présence d’inhibiteurs de la coagulation a

leur surface (protéine C, TFPI, thrombomoduline).
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Conclusion

Le test de génération de thrombine est un test fonctionnel explorant la coagulation dans sa globalité. I
reste difficile a utiliser dans sa configuration actuelle. Pour le rendre utilisable en routine, il serait

préférable de simplifier le logiciel et d’automatiser la distribution des plasmas et des réactifs.

Les résultats obtenus montrent que le test de génération de thrombine, bien que non automatisé,
pourrait étre un test unique utile a la recherche d’anticorps antiphospholipides. Ce test a permis de
mettre en évidence la présence d’anticorps antiphospholipides et plus particulierement de lupus
anticoagulant, ainsi qu’une résistance a la protéine C qui leur est associée. De plus, en I'absence de
phospholipides, il nous a permis de mettre en évidence un caractére procoagulant circulant chez les
patients porteurs d’anticorps antiphospholipides. Toutefois, il est difficile de corréler I'existence
d’antécédents thromboemboliques avec la mise en évidence d'un profil thrombogéne. Il est
nécessaire de continuer les investigations et nous attendons beaucoup de I'étude TGTA récemment

débutée, afin de recruter des patients non traités par anticoagulants.
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Résumeé

Introduction : Les anticorps antiphospholipides constituent une famille hétérogéne d’auto-anticorps
responsables de thromboses. lls peuvent étre retrouvés dans des situations diverses sans qu'il soit
possible de prédire leur potentiel thrombogene. Leur dépistage fait intervenir de nombreux tests de
laboratoire, qui doivent étre répétés afin de caractériser leur caractére persistant ou transitoire. Le test
de génération de thrombine est un test fonctionnel explorant la coagulation dans sa globalité.
L’objectif principal de I'étude est de comparer les résultats du test de génération de thrombine aux

tests actuels chez des patients porteurs d’anticorps antiphospholipides.

Matériels et méthodes : Il s’agit d’'une étude portant sur 71 patients recrutés au CHU de Poitiers.
L'utilisation des tests de coagulation classiques (TQ, TCA, fibrinogéne), dRVVT, tests ELISA a la
recherche d’anticorps anticardiolipines et anti B2GPI, nous ont permis de dépister les patients porteurs
d’anticorps antiphospholipides. L’utilisation de plusieurs paramétres de la génération de thrombine
(potentiel thrombine endogéne, hauteur du pic, temps de latence, vélocité) a permis un recueil
complet de données. Le test est réalisé dans différentes conditions : avec et sans protéine C activée,
sans phospholipides, sans facteur tissulaire. L’étude est complétée par la détermination de I'activité

procoagulante circulante.

Résultats : Nous avons pu mettre en évidence I'existence d’une différence significative entre les
patients traités ou non par AVK, ainsi nous avons exclu les patients traités de notre étude. Les
résultats obtenus montrent que le test de génération de thrombine, bien que non automatisé, pourrait
étre un test unique utile a la recherche d’anticorps antiphospholipides. Toutefois, il est difficile de
corréler I'existence d’antécédent thromboembolique avec la mise en évidence d’un profil thrombogéne.
L'étude de I'activité procoagulante circulante semble montrer une neutralisation des microparticules
par les anticorps antiphospholipides. Cette observation est renforcée par la corrélation observée entre
l'activité procoagulante circulante et les paramétres de génération de thrombine en l'absence de

phospholipides.

Conclusion : Le test de génération de thrombine permet de metire en évidence la présence
d’anticorps antiphospholipides et plus particulierement de lupus anticoagulants, ainsi qu'une
résistance a la protéine C qui leur est associée. En I'absence de phospholipides, il nous a permis de
mettre en évidence un caractére procoagulant chez les patients porteurs d’anticorps

antiphospholipides.

Mots clés : Test de génération de thrombine, anticorps antiphospholipides, lupus anticoagulants,
phospholipides, facteur tissulaire, protéine C activée, thrombose, activité procoagulante circulante,

microparticules.
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