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Résumé

Il existe actuellement plusieurs tests globaux permettant l’évaluation de l’hémostase.

Ces outils ont l’avantage, contrairement aux dosages individuels de facteurs ou aux

tests classiques de coagulation (temps de prothrombine, temps de thromboplastine

partielle activée), d’explorer le potentiel de coagulation global d’un individu, résultant

de l’action combinée des facteurs pro et anti coagulants. Parmi ces tests, le test de

génération de thrombine et les tests viscoélastiques ont retenu notre attention. Ils ont

été utilisés pour explorer trois pathologies.

La  première  partie  de  ce  travail  s’est  focalisée  sur  l’évaluation  du  potentiel

hémostatique chez les enfants atteints de leucémie aiguë lymphoblastique pendant

le traitement par asparaginase native ou pégylée. L’asparaginase et les corticoïdes

sont  des  molécules  importantes  du  traitement,  mais  comportent  différents  effets

indésirables,  entre  autre  sur  le  système  hémostatique  avec  l’apparition  de

thromboses.  Le  test  de  génération  de  thrombine  a  été  exploré  chez  56  enfants

atteints de leucémie et a permis de mettre en évidence un potentiel de coagulation

augmenté au diagnostic et pendant le traitement d’induction. Cet effet était  moins

marqué pour les patients sous asparaginase pégylée que sous asparaginase native.

La deuxième étude a exploré l’hémostase chez les patients drépanocytaires greffés.

Ces derniers ayant un profil hypercoagulable, l’étude a évalué l’influence de la greffe

sur  la  balance  hémostatique.  Dix-sept  patients  ont  été  inclus.  Les  résultats

confirment un profil hypercoagulant en situation pré-greffe et une correction, certes

incomplète, de ce profil vers un profil normal en situation post-greffe.

La  troisième  partie  a  étudié  l’efficacité  in  vitro de  l’acide  tranexamique  sur  la

fibrinolyse, particulièrement dans la chirurgie cardiaque pédiatrique. Pendant ce type

d’intervention,  le  système  vasculaire  du  patient  est  exposé  à  toute  une  série

d’agressions  qui  conduisent  à  un  risque  non  négligeable  de  saignement.  Afin

d’accroitre  la  stabilité  du caillot,  l’acide tranexamique,  agent  antifibrinolytique,  est

largement utilisé.  La concentration plasmatique minimale à cibler,  permettant une

inhibition complète de la fibrinolyse est peu renseignée surtout dans la population

pédiatrique.  Afin  de  répondre  à  cette  interrogation,  la  dose  minimale  d’acide

tranexamique  nécessaire  pour  inhiber  la  fibrinolyse  a  été  déterminée,  après

sensibilisation d’un test viscoélastique à la fibrinolyse.
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1 Introduction

1.1 Généralités sur l’hémostase

L’hémostase représente le processus physiologique se mettant en place lors d’une

brèche vasculaire, limitant le saignement. Ce processus fait intervenir une cascade

de  réactions  aboutissant  à  l’obturation  de  la  lésion,  l’arrêt  de  l’hémorragie  et  le

maintien de l’intégrité du système vasculaire. L’hémostase fait intervenir différents

composants : les vaisseaux sanguins, leur endothélium, les protéines plasmatiques

pro- et anticoagulantes et les cellules sanguines (principalement les plaquettes).

Figure 1 : Schéma des différentes étapes de la formation du caillot d’après Cito1

Brièvement la vasoconstriction (A) intervient  pour limiter  le saignement à la zone

lésée.  L’hémostase  primaire  (B)  fait  intervenir  les  plaquettes  qui  vont  adhérer  à

l’endothélium par liaison au collagène, changer de conformation, libérer leur contenu

granulaire, agréger pour former le clou plaquettaire. L’hémostase secondaire (C) est

initiée  par  le  facteur  tissulaire  qui  se  lie  au  facteur  VII,  qui  au  contact  des

phospholipides déclenche la coagulation avec formation de thrombine puis de fibrine.

La formation du caillot est limitée par la fibrinolyse suite à la libération de t-PA et par
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la thrombomoduline qui bloque la cascade de coagulation (D). ECM : matrice extra-

cellulaire.

L’interaction entre ces différents composants conduit à la formation de thrombine,

enzyme clé de la coagulation. La thrombine clive ensuite le fibrinogène en fibrine qui

consolidera le clou plaquettaire.

L’hémostase  peut  être  décomposée  en  trois  étapes :  hémostase  primaire,

coagulation plasmatique ou hémostase secondaire et fibrinolyse. Cependant in vivo,

la  situation  est  plus  complexe.  En  effet,  ces  trois  aspects  de  l’hémostase  sont

intimement intriqués.

Ce processus est normalement à l’équilibre car tout en prévenant le saignement, il

empêche  la  thrombose.  Cet  équilibre  est  régulé  par  l’interaction  complexe

d’activateurs  et  d’inhibiteurs  plasmatiques,  permettant  une  localisation  de  la

formation  du  caillot  à  la  zone  lésée  et  évitant  une  extension  à  des  zones  non

lésées2,3. Les différents acteurs de cet équilibre sont repris dans le Tableau 1.

Tableau  1 :  Acteurs  pro-  et  antithrombotiques de la  balance hémostatique,  selon

Winter4

Prothrombotiques Antithrombotiques

Stase Flux sanguin

Lésion endothéliale Intégrité endothéliale

Hypercoagulabilité Héparane sulfate et antithrombine

Thrombomoduline,  protéine  S,  protéine  C,

inhibiteur  de  la  voie  du  facteur  tissulaire  (TFPI),

antithrombine

α2-antiplasmine, inhibiteur de

l’activateur  du  plasminogène

Activateur tissulaire du plasminogène (t-PA)
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(PAI)

Thromboxane A2 Prostacycline

1.1.1 Hémostase primaire ou agrégation plaquettaire

Cette étape correspond principalement à l’interaction des plaquettes avec la paroi

vasculaire lésée et aboutissant à la formation du clou plaquettaire5,6.

1.1.1.1 Les principaux acteurs

1.1.1.1.1 Le vaisseau sanguin

Le vaisseau sanguin se compose de trois couches : l’intima, la media et l’adventice7.

L’intima, ou couche interne des vaisseaux est appelée endothélium. La partie interne

de l’endothélium, ou sous-endothélium, est entourée par le tissu conjonctif de l’intima

et les cellules musculaires de la media.

Les cellules endothéliales produisent de puissants agents antiplaquettaires (oxyde

nitrique (NO), prostacycline, ectonucléoside triphosphate diphosphorylase ou CD39)

qui empêchent les interactions entre les plaquettes et la paroi vasculaire. Le contrôle

de l’hémostase primaire est développé au point 1.1.1.2.6.

En cas de dommage vasculaire, la membrane basale du sous-endothélium expose

des molécules impliquées dans l’adhésion plaquettaire (dont P-sélectine, facteur von

Willebrand (FvW), collagène) permettant l’initiation de la formation du caillot.

De  plus,  l’endothélium  permet  l’action  de  protéines  anticoagulantes  telles  que

l’antithrombine,  la  protéine  S  (PS),  la  protéine  C  (PC),  l’inhibiteur  de  la  voie  du

facteur tissulaire (TFPI) (voir Coagulation 1.1.2 et Fibrinolyse 1.1.4).

1.1.1.1.2 Les plaquettes

Les plaquettes ou thrombocytes sont de petites cellules qui jouent un rôle majeur

dans l’hémostase primaire. En moyenne, 1011 plaquettes sont produites chaque jour.

Dans les conditions physiologiques, les plaquettes ont une durée de vie de 10 jours

dans  la  circulation  sanguine,  à  un  taux  de  150  à  300  103/µL,  sont  inactives  et
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circulent dans les vaisseaux à l’état de repos. Ces plaquettes à l’état  inactif  sont

caractérisées par leur forme discoïde dans le sang circulant8.

Lorsque les vaisseaux sanguins sont lésés, les thrombocytes, grâce à leur petite

taille sont recrutés rapidement et de manière contrôlée au niveau de la lésion et sont

activés  permettant  la  formation  d’un  thrombus.  Cette  activation  plaquettaire  est

caractérisée par la perte de leur forme discoïde : les plaquettes s’étalent et émettent

des pseudopodes vers les plaquettes voisines9.

Les  plaquettes  contiennent  toute  une  série  de  constituants  intervenant  dans

l’hémostase : la bicouche phospholipidique, le glycocalyx, le système canaliculaire

ouvert, le cytosquelette ainsi que les granules denses et granules α et résumés dans

la Figure 2.

Figure 2 : Structure d’une plaquette et ses différents organites, d’après Watson10
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Ce schéma reprend les différents éléments d’une plaquette : le système canaliculaire

ouvert, le cytosquelette comprenant les microfilaments d’actine et les microtubules,

les  mitochondries,  le  glycogène,  les  granules  denses  contenant  l’ADP,  l’ATP,  le

calcium,  les  granules  α  contenant  les  protéines  d’adhésion  et  les  facteurs  de

croissance.

Le processus d’hémostase primaire est  complexe car  il  implique de nombreuses

cascades ou voies d’activation aboutissant à la formation du clou plaquettaire au

niveau d’un vaisseau lésé. Ces cascades sont médiées par différents acteurs : les

récepteurs membranaires plaquettaires, les glycoprotéines des vaisseaux sanguins,

les protéines circulantes, les cascades biochimiques intracellulaires11.

1.1.1.1.2.1Les phospholipides

À l’état  de repos,  la  membrane des thrombocytes est  constituée d’une bicouche

phospholipidique caractérisée par une répartition asymétrique de ses composants

entre  les  feuillets  lipidiques  externes  et  internes12.  Dans  cet  état,  les

phosphatidylsérines sont situées du côté interne.

Lors  de  l’activation  plaquettaire,  la  concentration  intra-cytoplasmique  en  calcium

augmente  fortement.  Ceci  va  entrainer  la  modification  de  l’activité  d’enzymes

catalysant la répartition des phospholipides sur les deux couches membranaires. La

scramblase va être activée, et les translocases (flippases et floppases) inhibées. Les

phosphatidylsérines  vont  ainsi  être  transportées  de  la  couche  interne  de  la

membrane  vers  la  couche  externe  des  plaquettes,  exposant  ainsi  leur  charge

anionique  et  leur  activité  procoagulante  vers  l’extérieur.  Les  phosphatidylsérines

ainsi exposées permettent de fixer différentes enzymes impliquées dans la cascade

de coagulation afin d’aboutir à la formation d’un réseau de fibrine13.

1.1.1.1.2.2Le Glycocalyx plaquettaire

Le glycocalyx (ou feutrage micro-fibrillaire)  est  un élément présent  chez tous les

types cellulaires eucaryotes, proposant une protection à la membrane de la cellule.

Dans les plaquettes, elle est composée des glycoprotéines permettant l’interaction

avec le  sous-endothélium,  l’activation,  l’adhésion  et  l’agrégation  plaquettaire.  Les
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glycoprotéines  GPIb-IX-V,  GPVI  et  intégrine  αIIbβ3  (ou  GPIIb/IIIa)  sont

particulièrement importantes14 dans le bon déroulement de l’hémostase primaire.

Le complexe GPIb-IX-V agit comme récepteur à la surface plaquettaire et permet

l’adhésion plaquettaire avec le sous-endothélium lésé, principalement par sa liaison

avec le FvW, lui-même capable de se lier au collagène. Le complexe se lie aussi à la

thrombospondine, permettant une adhésion plaquettaire en absence de FvW. Au-

delà  de  ce  rôle  dans  l’adhésion  plaquettaire,  ce  complexe  permet  une  activité

coagulante à la surface des plaquettes en liant l’α-thrombine, et le facteur XI.

La GPVI est le récepteur majeur des plaquettes pour le collagène.

L’intégrine αIIbβ3 (ou GPIIb/IIIa)  s’active en fin d’activation plaquettaire et permet

l’agrégation plaquettaire suite à sa liaison au fibrinogène et au FvW.

1.1.1.1.2.3Le système canaliculaire ouvert

Le système canaliculaire ouvert (SCO) réalise des invaginations membranaires intra-

cytoplasmiques  permettant  d’augmenter  la  surface  de  contact  cellulaire  avec  le

plasma,  d’améliorer  la  libération  du  contenu  granulaire  en  réponse  à  une  lésion

vasculaire,  de favoriser le transport  de molécules plasmatiques (fibrinogène) vers

des zones internes de la  cellule15,16.  Des protéines localisées au niveau du SCO

favorisent la sécrétion plaquettaire suite à la fusion des membranes granulaires avec

la membrane du SCO au niveau de la membrane plaquettaire.

1.1.1.1.2.4Le cytosquelette

Le cytosquelette plaquettaire joue un rôle majeur dans la physiologie plaquettaire en

maintenant  une  structure  discoïde  lorsque  les  plaquettes  sont  au  repos  et  en

permettant,  lorsqu’elles  sont  activées,  leur  changement  de  forme,  l’émission  de

filopodes, l’adhésion et l’agrégation, et en contribuant à l’exocytose de granules17.

Il  est  composé  majoritairement  d’actine  et  organisé  en  cytosquelette  sous-

membranaire constitué de courts filaments d’actine, stabilisé par la filamine (ou Actin

Binding Protein ABP-280), la spectrine, la taline et la vinculine, et en cytosquelette

cytoplasmique, stabilisé par d’autres protéines de liaison dont la filamine. Alors que

le cytosquelette sous-membranaire est connecté à la membrane plasmique via son

interaction  avec  certaines  glycoprotéines  de  surface  et  des  molécules  de
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signalisation,  le  cytosquelette  cytoplasmique  n’entrera  en  connexion  avec  les

glycoprotéines de surface qu’après  activation  plaquettaire18.  Le  cytosquelette  des

plaquettes comporte également des microtubules agencés en une bande marginale

circonférentielle  interne,  composée  de  polymères  de  tubuline,  située  directement

sous  la  membrane  plasmique.  Son  rôle  est  de  maintenir  la  forme  discoïde

caractéristique des plaquettes au repos19.

1.1.1.1.2.5Les granules α

Les granules α sont les organelles les plus abondants au sein des plaquettes20. Le

contenu protéique des granules α trouve son origine au cours de la formation des

plaquettes par les mégacaryocytes via la synthèse des protéines et l’endocytose des

protéines20. Les granules α stockent des protéines associées à la membrane et des

protéines solubles. Les protéines solubles se retrouvent dans le milieu extracellulaire

lors de la sécrétion des granules tandis que les protéines associées à la membrane

sont dispersées dans la membrane plaquettaire20. Lors de l’activation plaquettaire, le

contenu des granules est  déversé dans le  courant  sanguin par  un processus de

fusion membranaire régulée par l’activité de protéines du SCO.

Les protéines stockées dans les granules α présentent des fonctions diverses dont

certaines sont résumées dans le Tableau 2.

Tableau 2 : Protéines stockées au sein d’un granule α, selon Flaumenhaft21

Fonctions Protéines

Glycoprotéines membranaires GPIb, GPIIbIIIa, GPVI

Facteurs de coagulation vWF, FV, FXI, FII, fibrinogène, HMWK

Inhibiteurs de coagulation TFPI, protéine S, protéase nexin-2

Composants de la fibrinolyse
PAI-1,  TAFI,  α2-antiplasmine,

plasminogène, uPA

Autres inhibiteurs de protéase α1-antitrypsine, α2-macroglobuline
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Protéines  inflammatoires,  pro-

athérogéniques,  cicatrisantes,

antimicrobiennes

P-sélectine,  ligand  de  la  P-sélectine

PSGL-1,  thrombospondine,  CD40L,

chémokines  et  cytokines,  composants

du complément (C3, C4, C1 inhibiteur,

protéine H)

1.1.1.1.2.6Les granules denses

Les corps denses ou granules δ sont des organelles dérivées du lysosome. Les

corps  denses  sont  formés  au  sein  du  mégacaryocyte  et  deviennent,  avant  leur

maturation,  des  corps  multivésiculaires22.  Les  corps  denses  présentent  une

concentration élevée en molécules telles que l’adénosine triphosphate, l’adénosine

diphosphate (ADP), la guanosine diphosphate, l’uridine triphosphate, la sérotonine,

l’histamine,  des  pyrophosphates,  du  calcium,  du  potassium21.  Le  corps  dense

maintient  un  milieu  acide  au  pH  de  5,4  grâce  à  l’action  d’une  pompe  à  proton

dépendante  de  l’adénosine  triphosphate23.  De  plus  les  corps  denses  possèdent

également  des  protéines  membranaires  telles  que  la  GPIb  ou  encore  l’intégrine

α2β3
24.

1.1.1.1.3 Le facteur von Willebrand

Le  facteur  von  Willebrand  (FvW)  est  une  protéine  plasmatique  majeure  de

l’hémostase  primaire.  Cette  glycoprotéine  multimérique  permet  de  recruter  les

plaquettes au niveau de la brèche vasculaire et d’y amener le facteur VIII25. Au sein

d’un  flux  sanguin  physiologique,  le  FvW  circule  sous  sa  forme  inactive  dont  la

caractéristique principale est de présenter une faible affinité pour les plaquettes26.

Lors d’une lésion vasculaire, une vasoconstriction réflexe réduit le calibre vasculaire

et réduit le flux sanguin. L’augmentation des forces hydrodynamiques qui s’ensuivent

permettent  le  changement  de  conformation  du  FvW,  son  activation  et  une

augmentation de son affinité pour les plaquettes. Le FvW peut alors adhérer aux

plaquettes  via  une  partie  du  complexe  GPIb-IX-V,  la  glycoprotéine  GPIbα.  Cette

étape est appelée adhésion plaquettaire et est développée au point 1.1.1.2.3.
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1.1.1.2 Formation du thrombus plaquettaire ou clou plaquettaire

1.1.1.2.1 Phase vasculaire

Suite à la lésion d’un vaisseau sanguin, une vasoconstriction spontanée de celui-ci

survient, diminuant le flux sanguin et facilitant l’accumulation locale des plaquettes et

des facteurs de la coagulation. Cette vasoconstriction est le fruit de la contraction

des cellules musculaires lisses provenant de la media.

La vasoconstriction peut durer 20 à 30 minutes mais elle n’est pas suffisante pour

stopper à elle seule une hémorragie. La circulation sanguine produit une contrainte

de cisaillement  dont  la  force est  maximale  à proximité  des parois  vasculaires et

minimale au centre  du vaisseau.  Cette  contrainte  joue un rôle  fondamental  pour

l’adhésion plaquettaire en cas de lésion d’un vaisseau27.

1.1.1.2.2 Phase plaquettaire

Il  s’agit  de l’adhésion, l’activation et l’agrégation, regroupés sous le nom « temps

plaquettaire », qui se déroulent simultanément et conduisent à la formation du clou

plaquettaire. Ces trois phases sont développées ci-dessous séparément et reprise à

la Figure 3.

Figure  3 : Diagramme général des différentes étapes de la formation du thrombus

plaquettaire, d’après Harrisson8
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Les plaquettes sont capturées par le facteur von Willebrand FvW lié au collagène. Le

collagène active les plaquettes via la GPVI entrainant une augmentation de l’affinité

des intégrines pour le FvW/fibrinogène et le collagène. Les plaquettes adhèrent et

l’activation plaquettaire est potentialisée par la libération d’ADP et de thromboxane

A2.

1.1.1.2.3 L’adhésion plaquettaire

Le sous-endothélium du vaisseau est mis à nu lors d’une lésion d’un vaisseau et se

retrouve  exposé  au  flux  sanguin.  Deux  acteurs  importants  dans  l’adhésion  des

plaquettes sont le collagène et le FvW. Les plaquettes adhèrent au collagène par

leurs  récepteurs  au  collagène  (glycoprotéine  GPVI  et  intégrine  α2β1 GPIaIIa).

L’intervention du FvW est nécessaire pour « stopper » les plaquettes au niveau du

collagène.  Les  molécules  de  FvW  sont  sécrétées  depuis  l’endothélium  et  les

plaquettes activées et contenues dans le plasma. Elles vont se lier au collagène du

sous-endothélium  et  favoriser  ainsi  l’adhésion  plaquettaire  en  ralentissant  le

mouvement des plaquettes au cœur du flux sanguin28. Le FvW se lie au collagène

grâce au domaine A3. Le FvW est ensuite étiré suite aux forces de cisaillement du

flux sanguin. Le FvW expose alors le domaine A1 et peut se lier au récepteur GPIb

des plaquettes29,30.  Les plaquettes établissent  alors de multiples liaisons au FVW

grâce  à  leurs  récepteurs  membranaires  GPIb  (et  dans  une  moindre  mesure

l’intégrine αIIb3 GPIIb/IIIa) tandis que les molécules de FvW sont soutenues par les

fibres de collagènes du tissu sous-endothélial. D’autres mécanismes d’adhésion, font

intervenir d’autres récepteurs dont la P-sélectine.

1.1.1.2.4 L’activation plaquettaire

Plusieurs étapes peuvent à nouveau être identifiées : la signalisation précoce médiée

par  des  récepteurs  d’adhésion  cellulaire,  la  convergence  des  voies  d’activation

intracellulaires,  l’activation  intracellulaire  des  récepteurs  d’adhésion,  l’activation

extracellulaire des récepteurs d’adhésion, l’amplification de l’activation plaquettaire19.

Les  différents  agonistes  de  l’activation  plaquettaire  regroupent :  le  collagène,  la

thrombine,  l’ADP,  le  thromboxane  A2.  Ces  voies  d’activation  mettent  en  jeu

différentes cascades moléculaires telles que : des récepteurs couplés à la protéine

G, l’intégrine αIIbβ3 (GPIIbIIIa), la voie des phosphoinositides 3-kinases. Toutes ces
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molécules vont permettre d’activer les kinases intracellulaires jouant un rôle dans le

changement conformationnel des plaquettes28, la libération de calcium intracellulaire,

la synthèse de thromboxane A2, favorisant le relargage du contenu plaquettaire vers

l’extérieur et le recrutement des plaquettes environnantes.

Voici brièvement la description de l’activation plaquettaire : lorsque les plaquettes ont

adhéré  à  l’endothélium lésé,  via  l’interaction  collagène-FvW-GPIb,  les  plaquettes

sont activées. Le premier acteur de cette activation est le GPVI entrainant la cascade

de la tyrosine kinase menant à l’activation de la phospholipase C. Cette dernière

clivant le phosphatidylinositol 4,5-biphosphate en 1,4,5-inositoltrisphosphate et 1,2-

diacylglycerol. Le 1,4,5-inositoltrisphosphate agit alors comme deuxième messager

et se lie à son récepteur sur le système tubulaire dense entrainant une autre série

d’activations.  L’influx  de  Ca2+ dans  la  plaquette  induit  aussi  l’activation

plaquettaire31,32 :  activation  de  la  phospholipase  A2.  Celle-ci  clive  alors  les

phospholipides avec libération de l’acide arachidonique. L’acide arachidonique est

transformé en thromboxane A2 par la cyclo-oxygénase et la thromboxane synthase.

Le thromboxane A2 agit à son tour comme activateur plaquettaire (et amplificateur)

menant à une augmentation du Calcium intracellulaire.

Les  autres  molécules  libérées  sont  l’ADP et  la  5-hydroxytryptamine  (sérotonine)

activant les plaquettes via des récepteurs couplés à la protéine G. La thrombine,

quant  à  elle,  n’est  pas  libérée  des  plaquettes  mais  est  un  puissant  activateur

plaquettaire  via  les  récepteurs  PAR-1  et  PAR-433.  Les  plaquettes  peuvent  donc

s’activer elles-mêmes et recruter d’autres plaquettes au site d’agrégation.

Le récepteur à l’ADP le plus connu est le récepteur métabotrope P2Y12.

Ceci mène :

 À  un  changement  de  conformation  avec  entre  autre  activation  de  la

scramblase changeant la composition de la bicouche lipidique plaquettaire

et  exposant  alors  les  phosphatidylsérines  sur  la  surface  externe  de  la

membrane, chargées négativement et permettant la liaison du Ca2+. Lui-

même  se  liant  à  des  molécules  chargées  négativement  comme  les

facteurs  vitamines  K  dépendant  activés,  entrainant  la  formation  de
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thrombine  et  l’augmentation  de  l’activation  plaquettaire  et  la

coagulation34,35.

 À la formation de pseudopodes.

 À  la  libération  des  granules  plaquettaires  via  le  système  canaliculaire

ouvert et la synthèse et le relargage du thromboxane A2.

 Au changement de conformation du récepteur GPIIb/IIIa et son activation,

lui permettant alors de se lier à son ligand, le fibrinogène (voir point suivant

agrégation plaquettaire).

1.1.1.2.5 L’agrégation plaquettaire

L’agrégation  plaquettaire  correspond  à  la  constitution  de  ponts  interplaquettaires,

résultat  de la fixation du fibrinogène,  plasmatique ou sécrété,  à  l’intégrine  IIb3

activée présente à la surface des plaquettes. L’intégrine IIb3 est activée, via entre

autre le taux élevé de Ca2+ et de 1,2-diacylglycerol. Cette activation consiste en un

changement de conformation de type « inside-out» de l’intégrine et permet la liaison

du fibrinogène au FvW36,37. Le fibrinogène permet de constituer un réseau reliant les

différentes plaquettes activées entre elles28.

L’agrégation  et  la  sécrétion  plaquettaire  de  substances  proagrégantes,

procoagulantes  et  vasomotrices  vont  contribuer  à  l’amplification  du  processus

d’hémostase  primaire  et  à  la  création  de  conditions  favorables  à  la  coagulation

plasmatique.  L’exposition  des  phospholipides  chargés  négativement

(phosphatidylsérine) permet la fixation des facteurs de la coagulation et la génération

de grande quantité de thrombine. La thrombine est elle-même un puissant activateur

plaquettaire, elle va à la fois activer d’autres plaquettes mais aussi stabiliser le clou

plaquettaire par la formation de fibrine. En parallèle, les cellules endothéliales sont

activées et expriment des protéines prothrombotiques (telles que le facteur tissulaire

et les phospholipides) qui participeront également à la coagulation.
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On  remarque  dans  l’agrégat  plaquettaire  un  gradient :  le  centre  renferme  des

plaquettes étroitement entassées, stable avec des dépôts de fibrine ; l’extérieur est

plus lâche, moins stable et contient peu de fibrine38.

1.1.1.2.6 Le contrôle de l’hémostase primaire

Le système d’auto-amplification de l’activation plaquettaire est contrôlé et limité au

site lésé. Les inhibiteurs plaquettaires sont l’oxyde nitrique (NO), les prostacyclines,

l’enzyme ecto-ADPase (ou CD39). Ils sont sécrétés par les cellules endothéliales.

L’ecto-ADPase  permet  de  transformer  l’ADP  (activateur  plaquettaire)  en  AMP.

L’oxyde nitrique est un inhibiteur plaquettaire ainsi  qu’un vasodilatateur provenant

des cellules endothéliales et des plaquettes39. La production de l’oxyde nitrique est

assurée par une enzyme catalysant la transformation de l’arginine en oxyde nitrique :

l’oxyde  nitrique  synthase.  L’oxyde  nitrique  sécrété  par  les  cellules  endothéliales

permet  d’inhiber  l’adhésion  et  l’agrégation  plaquettaire  en  diffusant  à  travers  la

membrane  plasmique  des  plaquettes.  Il  y  a  alors  production  de  guanosine  5-

monophosphate  cyclique  intracellulaire  (cGMP)  à  partir  de  GTP,  entrainant  une

inhibition de différentes voies d’activation plaquettaire, via la protéine kinase G, et

donc une diminution de la concentration intracellulaire en ion Ca2+. La diminution du

calcium intracellulaire inhibe l’adhésion et l’activation plaquettaire. L’autre molécule

permettant de limiter l’adhésion et l’activation plaquettaire est la prostacycline. Elle

est synthétisée à partir d’un acide gras insaturé, l’acide arachidonique, via la cyclo-

oxygenase COX. La prostaglandine G2 produite est réduite sous une forme instable :

la  prostaglandine  H2,  qui  sera  transformée  par  la  prostacycline  synthase  en

prostacycline  au  sein  des  cellules  endothéliales39.  La  prostacycline  possède  des

propriétés  vasodilatatrices  et  antithrombotiques.  Elle  interagit  avec  les  plaquettes

grâce à son récepteur couplé à la protéine G, active l’adénylate cyclase situé dans la

membrane  plasmique  des  plaquettes.  Il  y  a  alors  formation  de  l’AMPc  à  partir

d’adénosine  triphosphate  qui  active  la  protéine  kinase  A  PKA.  Cette  PKA

phosphoryle alors différentes protéines comme le récepteur de l’inositol triphosphate,

la  kinase  des  chaînes  légères  de  myosine  (MLCK),  la  phosphoprotéine

vasodilatatrice stimulée (VASP). L’activation par phosphorylation de chacune de ces

protéines  induit  l’inhibition  des  voies  telles  que  la  sécrétion  des  granules

plaquettaires, l’activation de la GPIIb-IIIa, la protéine kinase C (PKC), et diminue le
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calcium  intracellulaire  (par  stimulation  des  pompes  à  Ca2+).  La  sécrétion  de

prostacycline induit donc l’inactivation des plaquettes afin de réguler l’homéostasie

vasculaire dans les conditions physiologiques39.

Ces systèmes inhibiteurs  agissent  de  concert  en  diminuant  le  taux de Ca2+intra-

plaquettaire.

1.1.2 Coagulation plasmatique ou hémostase secondaire

La deuxième étape du processus hémostatique est la coagulation plasmatique ou

hémostase secondaire et a pour rôle la solidification du caillot par la formation d’une

matrice de fibrine parmi les plaquettes. Elle correspond à une cascade de réactions

enzymatiques  à  la  surface  de  cellules  exposant  des  phospholipides  chargés

négativement et menant à la formation de fibrine40. La coagulation se décompose en

étapes  (l’initiation,  l’amplification  et  la  propagation)  et  fait  intervenir  différentes

protéines.  La  thrombine  en  est  une  protéine  assez  centrale  et  essentielle.  Les

facteurs de coagulation II, VII, IX et X sont des facteurs vitamine K dépendants, la

vitamine K permet l’addition de groupes gamma carboxylate aux acides glutamiques

de ces facteurs. En présence d’un taux insuffisant de vitamine K, la synthèse et la

fonction de ces facteurs est réduite.

Figure 4 : Schéma de la cascade de la coagulation, d’après Spadarella41
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La coagulation  est  initiée  par  la  liaison du facteur  tissulaire  au  facteur  VII  (FVII)

(initiation). Ce complexe va alors activer le facteur X (FX) et le facteur IX (FIX). Ceci

génère  déjà  de  la  thrombine  (propagation).  La  thrombine  amplifie  sa  propre

production en activant  les facteurs XI  (FXI),  VIII  (FVIII)  et  V (FV) entrainant  une

production  exponentielle  de  thrombine  (amplification).  La  thrombine  formée

transforme le fibrinogène en fibrine soluble et  active le facteur XIII  (FXIII)  qui  va

polymériser la fibrine en fibrine insoluble.

La coagulation est à l’équilibre grâce à l’action des anticoagulants naturels (en rouge

sur le schéma). L’inhibiteur de la voie du facteur tissulaire (TFPI) inhibe le complexe

FT-FVII ainsi que le FX activé. L’antithrombine (AT) inhibe la thrombine mais aussi le

FXa et le FT-FVII. La protéine C activée (APC) inhibe le FVIIIa et FVa.

1.1.2.1 Initiation

Les cellules endothéliales lésées, les cellules sous-endothéliales libèrent le facteur

tissulaire (FT) qui, en contact avec le facteur VII (FVII),  des phospholipides et du

calcium, forme un complexe FT-FVII qui va activer d’une part le facteur IX (FIX) en

FIXa, et le facteur X (FX) en FXa, avec formation de traces de thrombine (FIIa) à

partir de prothrombine (FII). Le FT est une protéine transmembranaire exprimée sur

les cellules sous-endothéliales. Une fois lié au FT, le FVII subit une autocatalyse en

FVIIa. Le complexe FT-FVII est neutralisé par son inhibiteur, le TFPI couplé au FX et

à la protéine S.

1.1.2.2 Amplification et propagation

La thrombine formée à l’état de traces amplifie alors sa propre formation en activant

en  feed-back  le  facteur  XI  (FXI)  en  FXIa,  les  cofacteurs  du  FIX  et  du  FX,

respectivement les facteurs VIII (FVIII) en FVIIIa et le facteur V (FV) en FVa.

Les complexes de coagulation ténase (FIXa-FVIIIa-PL-Ca2+) et prothrombinase (FXa-

FVa-PL-Ca2+)  se  forment  et  conduisent  à  une  formation  exponentielle  (ou

« explosion ») de thrombine. La thrombine, en plus d’amplifier sa propre formation,

convertit le fibrinogène en fibrine. Le fibrinogène est une glycoprotéine composée de

3 paires de chaines polypeptidiques α,  β et  γ,  liées par des ponts disulfures. La

molécule  est  organisée  sous  la  forme  d’un  dimère  symétrique  allongé  avec  3
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domaines globulaires. Le domaine central E réunit les régions N-terminales des 6

chaînes  et  contient  les  fibrinopeptides  A  et  B.  Les  domaines  D sont  situés  aux

extrémités et contiennent les portions C-terminales des chaînes β et γ, et une partie

des chaînes α42.

La thrombine convertit le fibrinogène soluble en fibrine soluble, constituant alors le

squelette du caillot. La thrombine clive l’extrémité N terminale des chaînes α et β et

sépare  ainsi  les  fibrinopeptides A et  B  des monomères  de fibrine.  Ces derniers

s’apparient entre eux sous forme de protofibrilles qui vont ensuite former un réseau

fibrillaire.

Le « crosslinking » de la fibrine soluble en fibrine insoluble intervient au niveau de

l’hémostase tertiaire (voir point 1.1.3).

En plus des sites de liaison à la  GPIIbIIIa,  le  fibrinogène comporte des sites de

liaison pour la thrombine, le facteur XIII, le plasminogène et l’activateur tissulaire du

plasminogène (t-PA).

Comme vu  plus  haut  la  thrombine  stimule  aussi  les  plaquettes  (voir  hémostase

primaire).
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Figure 5 : Monomère et polymère de fibrine, selon Medved43

A : schéma du fibrinogène montrant les fibrinopeptides A et B ;
B : schéma d’un monomère de fibrine ;
C :  étapes  initiales  de  la  polymérisation  de  la  fibrine.  Suite  au  clivage  des
fibrinopeptides  A,  il  y  a  formation  de  monomères  et  l’oligomères  de  fibrine  qui
s’apparient en protofibrilles. Suite au clivage des fibrinopetides B, les protofibrilles
s’apparient en fibre de fibrine.

Comme pour chaque étape de l’hémostase, la production de thrombine est régulée

par l’intervention des systèmes inhibiteurs :
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 L’héparane  sulfate,  exprimée  sur  les  surfaces  endothéliales,  active

l’antithrombine. Cette dernière inhibe la thrombine et le FX et dans une

moindre mesure le FIX et FXI.

 La thrombine se lie avec son récepteur endothélial, la thrombomoduline et

active son propre inhibiteur, la protéine C. La protéine C activée se lie avec

son cofacteur, la protéine S pour dégrader les FVIII et V, détruisant ainsi

les complexes de coagulation ténase et prothrombinase.

Toute cette cascade est résumée à la Figure 4.

1.1.3 Hémostase tertiaire

L’hémostase tertiaire commence par l’action du FXIII,  activé en facteur XIIIa par la

thrombine en présence de calcium et de fibrine44.

Le facteur XIIIa crée des liaisons covalentes entre les résidus lysine et glutamine

localisés sur 2 monomères de fibrine adjacents, stabilisant le réseau de fibrine. Ce

crosslinking ou polymérisation de la fibrine a lieu au niveau des domaines D (voir

Figure 6).

Ceci solidifie encore plus le thrombus et empêche sa dissolution rapide.

Figure 6 : Schéma illustrant la polymérisation de la fibrine selon Winter4
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L’image du haut montre la fibrine soluble, avant la polymérisation par le FXIIIa. Suite

à l’action du FXIIIa, les domaines D et E sont polymérisés, solidifiant le thrombus

(image du bas).

1.1.4 Fibrinolyse

La dernière étape du processus hémostatique est la fibrinolyse. Elle permet de limiter

tout le processus de formation du caillot, de protéger les vaisseaux, en dégradant la

fibrine en produit de dégradation de la fibrine, restaurant la perméabilité vasculaire et

contribuant au processus de cicatrisation45.

La dégradation spécifique de la fibrine ou fibrinolyse est le mécanisme réactionnel à

la formation de fibrine46. L’enzyme fibrinolytique est la plasmine, formée à partir du

plasminogène inactif. Le plasminogène se transforme en plasmine sous l’influence

des  activateurs  du  plasminogène  dont  l’activateur  principal  est  l’activateur  du

plasminogène (t-PA), issu de l’endothélium vasculaire et dans une moindre mesure

la prourokinase transformée en urokinase (UK) grâce notamment au système contact

de  la  coagulation47.  Dans  la  circulation,  la  plasmine  est  neutralisée  par  l’α2-

antiplasmine, rapidement et spécifiquement, ce qui limite son activité fibrinolytique et

localise la fibrinolyse au niveau de la fibrine. Au niveau du thrombus, la plasmine

dégrade la fibrine en divers produits.

La  fibrine  régule  l’initiation  et  la  propagation  de  la  fibrinolyse.  Elle  présente  une

surface  d’ancrage  pour  les  intervenants  du  système  fibrinolytique  (t-PA  et

plasminogène), créant un environnement favorable à la formation de la plasmine48,

qui reste ainsi localisée au caillot. La structure physique de la fibrine conditionne sa

susceptibilité  à  la  fibrinolyse.  Le  mode  d’association  entre  les  fibrilles  induit  la

formation de fibres plus ou moins épaisses et un réseau plus ou moins dense.

Le t-PA est libéré des tissus lésés.  Il  convertit  le  plasminogène en plasmine.  La

plasmine dégrade la fibrine en produits de dégradation (D-dimères). La fibrinolyse

est aussi  régulée par des inhibiteurs,  les antiplasmines dont le principal  est l’α2-

antiplasmine qui neutralise toute plasmine libre (non liée au caillot). Citons les autres

inhibiteurs  l’α2-macroglobuline  (a2M),  l’inhibiteur  de  la  C1-estérase  et  la

glycoprotéine  riche  en  histidine.  Les  autres  inhibiteurs  sont  les  inhibiteurs  de

l’activateur  du  plasminogène  (PAI-1  et  le  PAI-2).  Le  PAI-1  est  présent  dans  le
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plasma, les cellules endothéliales et les granules plaquettaires α (forme inactive).

C’est une serpine capable d’inhiber le t-PA et l’urokinase avec lesquels il forme un

complexe inactif, réversible dans un premier temps, puis irréversible. Le PAI-2 est

indétectable dans le plasma de sujets sains, son taux s’élève en cours de grossesse.

Il  inhibe essentiellement l’urokinase. Citons également l’inhibiteur de la fibrinolyse

activable par la thrombine (TAFI). La liaison de la thrombine à la thrombomoduline

(TM) active la PC mais aussi le TAFI qui clive les résidus de lysines sur la fibrine et

empêche ainsi l’assemblage du complexe t-PA-plasminogène-fibrine. La génération

de thrombine est limitée par la PC activée qui exerce indirectement une activité pro-

fibrinolytique.

Figure 7 : Schéma illustrant la fibrinolyse, d’après Faure49

Suite  à  la  libération  du  t-PA  par  les  cellules  endothéliales,  le  plasminogène  est

métabolisé en plasmine. La plasmine clive le fibrinogène et la fibrine en produits de

dégradation et détruit  les facteurs V et VIII.  La fibrinolyse est en équilibre suite à

l’action  du  PAI-1  qui  inhibe  l’action  du  t-PA.  L’α2-macroglobuline  et  surtout  l’α2-

antiplasmine limitent la formation de plasmine.
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1.2 Physiopathologie

La régulation de la coagulation est essentielle pour à la fois prévenir le saignement et

la thrombose. Les troubles de l’hémostase se manifestent soit par des hémorragies

soit par des thromboses, dont la cause peut trouver son origine à chaque étape du

processus hémostatique et  ce y compris  au niveau vasculaire.  Les trois  facteurs

influençant la thrombose sont l’endothélium lésé, l’hypercoagulabilité et la stase dont

l’interaction est connue sous le nom de triade de Virchow50,51.

Par opposition, les facteurs protégeant de la thrombose sont le flux continu sanguin à

l’intérieur  des  vaisseaux,  l’intégrité  de  l’endothélium  vasculaire,  la  production  de

prostacycline par les cellules endothéliales, l’expression de l’héparane sulfate à la

surface des cellules endothéliales et les protéines plasmatiques circulantes régulant

la coagulation comme l’antithrombine, la protéine S, la protéine C.

Les  anomalies  des  vaisseaux  peuvent  être  à  l’origine  de  manifestations

hémorragiques.  Elles  ne  seront  pas  abordées  dans  ce  travail,  étant  difficilement

explorables au laboratoire. Ainsi, une fragilité vasculaire accrue peut s’observer lors

du  vieillissement,  ou  lors  de  traitement  médicamenteux  (corticostéroïdes)  ou

d’alcoolisme. Les carences en vitamine C (scorbut), les malformations vasculaires

comme les angiomes sont des causes de saignements d’origine vasculaire.

Nous nous centrerons sur les anomalies de l’hémostase explorables au laboratoire :

les pathologies plaquettaires, les troubles de la coagulation et de la fibrinolyse.

1.2.1 Pathologies plaquettaires

Il  existe  des défauts plaquettaires quantitatifs  (nombre anormal  de plaquettes)  et

qualitatifs  (fonction  anormale).  Les  défauts  quantitatifs  incluent  les

thrombocytopénies  (destruction  d’origine  immune  ou  non-immune  ou  défaut  de

production)  et  les  thrombocytoses.  Les  défauts  qualitatifs  peuvent  être  acquis

(secondaires à une maladie, à la prise de médicament) ou innés.

Les  maladies  héréditaires  des  plaquettes  comprennent  les  thrombocytopénies

congénitales,  les  défauts  dans  un  récepteur  plaquettaire,  les  défauts  dans  une

protéine d’adhésion ou d’agrégation, les défauts dans le stockage ou le relargage

des granules plaquettaires, les défauts dans les voies de transduction plaquettaires,
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les anomalies du cytosquelette, les défauts dans l’exposition des charges négatives

des phospholipides. Le Tableau 3 résume brièvement la classification des différents

troubles plaquettaires héréditaires et sont illustrés à la Figure 8.

Tableau 3 : Désordres plaquettaires héréditaires, selon Harrisson8

Défaut Maladie

Adhésion plaquettaire
Syndrome de Bernard-Soulier

Maladie de von Willebrand

Agrégation plaquettaire
Thrombasthénie  de  Glanzmann,

afibrinogénémie congénitale

Activation  plaquettaire  (défauts  de

récepteur)

Défauts  dans  les  récepteurs  au

Collagène : déficience en GPVI et α2β1

Défaut  dans  les  récepteurs  à  l’ADP :

déficience P2Y12

Défaut  dans  les  récepteurs  du

Thromboxane

Défauts de sécrétion

Maladie du pool vide

Syndrome d’Hermansky-Pudlak

Syndrome Chediak-Higashi

Syndrome des plaquettes grise

Syndrome plaquettaire du Québec

Syndrome de Wiskott-Aldrich

Voies de signalisation

Déficience en cyclooxygenase

Déficience en phospholipase C

Déficience en thromboxane synthase

Déficience en lipoxygenase

Défaut dans la mobilisation du calcium

Taille plaquettaire Macrothrombocytopénie héréditaire

Phospholipides membranaires Syndrome de Scott
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Figure 8 : Principaux désordres plaquettaires héréditaires, selon Salles52

1.2.2 Pathologies de la coagulation

Les  pathologies  constitutionnelles  touchant  à  la  coagulation  se  répartissent  en

pathologie hémorragique, lors d’un déficit en facteur procoagulant et en pathologie

thrombotique,  lors  d’un  déficit  en  facteur  anticoagulant  ou  d’un  excès  de

procoagulant.

À côté de multiples pathologies acquises menant au déséquilibre de l’hémostase, il

existe des défauts congénitaux en facteurs procoagulants dont le phénotype clinique

varie  très  fort  selon  le  facteur  impacté  et  l’importance  du  déficit  entre

asymptomatique et hémorragique spontanée53.

Les  déficits  les  plus  fréquents  sont  la  maladie  de  von  Willebrand  avec  une

prévalence  estimée  de  1%54,55 et  les  déficits  en  FVIII  ou  FIX,  appelés  aussi

hémophilie A ou B, avec une prévalence rapportée de 17 pour 100 000 garçons et de

3,8  pour  100  000  garçons  respectivement56.  L’hémophilie  prédispose  aux

saignements spontanés surtout dans les cas sévère définis par un taux de facteur

inférieur à 1% et dans les cas modérés où il est entre 1 et 5%57. Les déficits rares

dont  la  prévalence  est  comprise  entre  1/500000  et  1/2000000,  comprennent  les

35



déficits en fibrinogène, en FII, FV, FVII, FX, FXI, FXIII, le déficit combiné en FV et

FVIII58. La prévalence de ce déficit augmente en cas de mariages consanguins.

Les  épisodes  hémorragiques  sont  classés  selon  leur  gravité,  basée  sur  la

localisation, l’impact clinique potentiel, le saignement spontané ou secondaire à un

traumatisme,  un  acte  invasif,  la  chirurgie  ou  un  traitement  médicamenteux.  Le

phénotype  clinique  n’est  pas  toujours  corrélé  au  taux  de  facteurs.  Cela  est

particulièrement vrai pour le déficit en FXI. Par contre, il y a une forte association

entre  le  taux  de  facteur  résiduel  et  la  sévérité  clinique  pour  les  déficiences  en

fibrinogène, les déficits combinés en FVIII  et FV, pour le déficit  en FX et pour le

déficit en FXIII. Il y a une faible association pour les déficiences en FV et FVII59.

La  déficience  en  fibrinogène  est  hétérogène  et  comprend  l’afibrinogénémie,

l’hypofibrinogénémie  et  la  dysfibrinogénémie60.  Les  patients  avec  hypo  ou

dysfibrinogénémie sont généralement asymptomatiques alors que les patients avec

afibrinogénémie ont une clinique de saignement dès la période néonatale61.

Le déficit en FXII ne prédispose pas au saignement.

Il  existe  aussi  des  déficits  congénitaux  en  facteurs  anticoagulants  (protéine  S,

protéine  C,  antithrombine)  ainsi  que  des  mutations  génétiques  (FV  Leiden,  FII

Leiden) associées à un risque thrombotique. Le risque relatif de premier événement

thrombotique (ET) associé à ces anomalies est inférieur à 10, sauf pour la mutation

FV Leiden à l’état homozygote ou la double hétérozygotie FV Leiden/FII Leiden, avec

un risque relatif rapporté supérieur à 2062. Les déficits en antithrombine, protéine C et

protéine  S sont  surtout  associés  à  des thromboses veineuses spontanées avant

l’âge de 55 ans. Cependant un déficit sévère, congénital ou acquis dans une de ces

protéines  peut  entrainer  un  purpura  fulminans  nécrotique,  particulièrement  en

pédiatrie63.

À  côté  des  déficits  congénitaux,  il  existe  toute  une  série  de  situations  cliniques

acquises,  parfois  létales,  menant  à  une  altération  de  la  balance  hémostatique

coagulation :  le  trauma,  la  coagulation  intravasculaire  disséminée  (CIVD),  les

microangiopathies  thrombotiques  (purpura  thrombocytopénique  thrombotique,

syndrome hémolyse urémique ou HELLP syndrome) dans lesquelles une anémie
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hémolytique microangiopathique et une thrombocytopénie profonde sont présentes,

les cirrhoses hépatiques.

1.2.3 Pathologies touchant la fibrinolyse

Les pathologies touchant la fibrinolyse ne seront pas exploitées dans ce travail. Ces

pathologies sont très rares (prévalence inférieure à 1/1000000). L’hyperfibrinolyse

(acquise, constitutionnelle) est rare, elle est liée à une production excessive de t-PA

ou  à  une  déficience  en  inhibiteur  physiologique :  α2-antiplasmine  entrainant  des

hémorragies sévères. À l’inverse, l’hypofibrinolyse entrainera des thromboses. Elle

est  liée  au  statut  post-opératoire  par  excès  de  PAI-1  secondaire  aux  lésions

vasculaires et tissulaires.

1.3 Tests de laboratoire pour évaluer des troubles de l’hémostase

1.3.1 Explorations au laboratoire ou tests de « routine »

1.3.1.1 Hémostase primaire

L’exploration  de  l’hémostase  primaire  accessible  au  laboratoire  comprend  la

numération du taux de plaquettes, la détermination de la taille des plaquettes, l’étude

de  leur  morphologie,  l’agrégation  plaquettaire,  le  dosage  du  FvW.  Les  tests  de

première  intention  pour  le  diagnostic  de  la  maladie  de  von  Willebrand  sont  les

dosages de l’activité et de l’antigène du FvW. Les tests plus spécialisés comprennent

entre  autres  la  microscopie  électronique  des  plaquettes,  le  dosage  des

glycoprotéines de surface, l’électrophorèse du FvW ou la biologie moléculaire pour

l’identification d’un trouble constitutionnel.

1.3.1.2 Coagulation plasmatique

La coagulation est évaluée par des tests de laboratoire évaluant le taux de formation

du caillot  par le temps mis pour  activer  la cascade de coagulation.  Elle  s’évalue

classiquement sur plasma pauvre en plaquettes par les tests dits de routine, c’est-à-

dire principalement le temps de prothrombine (PT) et le temps de thromboplastine

partielle activée (aPTT).
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1.3.1.2.1 Temps de prothrombine (PT)

Le PT appelé aussi temps de Quick est un test de coagulation qui mesure l’ensemble

des facteurs de coagulation de la voie extrinsèque et commune. Il est déclenché par

l’addition  au  plasma  pauvre,  du  réactif  thromboplastine  composée  de  facteur

tissulaire, de phospholipides et de calcium. Le PT est prolongé en cas de déficience

isolée ou combinée en facteur II,  V, VII ou X, ou en fibrinogène, en cas de prise

d’antagoniste  de  la  vitamine  K  (AVK),  en  cas  de  déficience  en  vitamine  K,

d’insuffisance  hépatique.  Le  PT  est  souvent  exprimé  en  INR  (International

Normalized Ratio), et permet de standardiser les résultats et d’ainsi comparer les

résultats entre laboratoires pour le suivi des traitements par AVK.

1.3.1.2.2 Temps de céphaline activé (aPTT)

Le  temps  de  céphaline  activée  ou  temps  de  thromboplastine  partielle  activée,

communément appelé aPTT, explore la voie intrinsèque et commune. Il  inclut les

étapes  depuis  l’activation  du  facteur  XII  jusqu’à  la  formation  de  fibrine  soluble.

L’aPTT est  déclenché par l’addition au plasma pauvre d’un réactif  contenant des

phospholipides, un activateur de la phase contact (kaolin, silice, acide ellagique) en

présence de calcium souvent ajouté séparément au mélange. La déficience isolée ou

combinée  en  facteurs  VIII,  IX,  XI  ou  XII,  X,  V,  II,  de  fibrinogène,  l’insuffisance

hépatique,  la  prise  d’héparine,  la  présence  d’un  anticoagulant  lupique  prolonge

l’aPTT.

1.3.1.2.3 Temps de thrombine (TT)

Le  temps  de  thrombine  (TT)  est  utilisé  pour  l’évaluation  de  la  conversion  du

fibrinogène en fibrine. Le TT mesure le temps pour former un caillot lorsque de la

thrombine est ajoutée au plasma citraté.  Cela catalyse la formation de fibrine en

court-circuitant les voies extrinsèque, intrinsèque et commune. Il permet de détecter

des hypofibrinogénémies, des dysfibrinogénémies et la présence d’inhibiteur de la

thrombine.

1.3.1.2.4 Dosages individuels de facteurs de la coagulation

Les différents facteurs procoagulants peuvent être dosés individuellement.
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Les facteurs procoagulants (FII, FV, FVII, FX, FVIII, FIX, FXI, FXII, FXIII, fibrinogène)

peuvent  être  dosés  individuellement  par  méthode  coagulante  ou chromogénique.

Une déficience dans un de ces facteurs prédispose le patient plutôt vers un risque

hémorragique, en fonction du facteur déficient et de son taux.

Les  différents  inhibiteurs  de  la  coagulation,  l’antithrombine,  la  protéine  S  et  la

protéine C, peuvent aussi être dosés par méthode chromogénique : la protéine C qui

inhibe  le  facteur  VIII  et  V  en  présence  de  thrombomoduline  et  de  protéine  S,

l’antithrombine qui inhibe les facteurs IIa, Xa, VIIa, IXa et XIa. La mise en évidence

d’une déficience d’un de ces facteurs ou l’identification d’une résistance à la protéine

C  activée  (APCR),  d’un  anticoagulant  lupique,  de  la  présence  d’anticorps

anticardiolipine ou anti-B2GPI identifie un facteur de risque procoagulant.

1.3.1.3 Fibrinolyse

Les méthodes disponibles pour l’étude de la fibrinolyse présentent des inconvénients

importants. Ceux-ci sont techniquement délicats, prennent du temps et ne peuvent

être  aisément  automatisées,  expliquant  ainsi  leur  sous-utilisation  dans  les

laboratoires cliniques. Dans des circonstances physiologiques, la fibrinolyse se met

en place entre plusieurs heures et plusieurs jours après la formation du caillot, ce qui

limite les possibilités d’une évaluation rapide de la fibrinolyse. Les tests explorant la

fibrinolyse  sont  peu  accessibles  dans  les  laboratoires  de  routine.  Il  existe  des

dosages de protéines individuelles comme le PAI-1, l’α2-antiplasmine, le TAFI dont

un taux élevé plaiderait  en faveur d’une situation prothrombotique et un taux bas

pourrait  être  incriminé  dans  le  développement  d’une  situation  hémorragique.  En

pratique, l’exploration de ces facteurs est limitée car ils sont soumis à des conditions

préanalytiques très strictes,  peu accessibles en routine64,65.  En effet,  ils  sont  peu

stables à température ambiante ; ils sont influencés négativement par l’hémolyse66 et

positivement par l’activation de la phase contact67. Par exemple, le dosage du PAI-1

est délicat en raison d’un taux variable qui suit un rythme circadien (taux élevé le

matin)68.  De plus, il a une très grande variabilité inter-laboratoire, avec différentes

variables  préanalytiques  qui  influencent  son  taux  (l’intervalle  de  temps  entre  le

prélèvement sanguin et l’analyse, l’anticoagulant utilisé dans les tubes d’échantillons

et la température de stockage)69.
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Des anticorps spécifiques des produits de dégradation de la fibrine, ne réagissant

pas avec le fibrinogène, ont été développés70. De ces divers produits de dégradation

de la  fibrine,  le  dosage des  D-dimères est  le  plus  utilisé  en  routine  de  biologie

clinique. Il  témoigne donc de l’activité fibrinolytique secondaire à l’activation de la

coagulation.

Bien que diverses méthodes aient été proposées pour mesurer la fibrinolyse dans le

sang ou le  plasma,  il  n’y  a  pas de test  « gold-standard » permettant  l’évaluation

globale de l’activité fibrinolytique71. L’hyperfibrinolyse peut être évaluée par le test de

lyse des euglobulines (ECLT).  Cependant  ce test  est  fastidieux et  peu utilisé en

laboratoire de routine72,73. Récemment une équipe a décrit une version modifiée de

ce  test,  le  rendant  sensible  à  des  états  d’hypofibrinolyse  et  d’hyperfibrinolyse

(sensible à des taux faibles de PAI-1 et des taux élevés de t-PA)74.

1.3.2 Les tests globaux

1.3.2.1 Test de génération de thrombine

Comme décrit au paragraphe  1.1.2, la thrombine (ou facteur II activé) est produite

par le clivage de deux sites de la prothrombine par la prothrombinase et joue un rôle

clé  dans  toutes  les  étapes  de  l’hémostase :  elle  catalyse  la  transformation  de

fibrinogène en fibrine,  active  le  facteur  FXIII  stabilisateur  de  la  fibrine,  inhibe  sa

propre formation par le système anticoagulant de la protéine C, active les plaquettes,

protège la fibrine de la dégradation en retardant la fibrinolyse.

Les multiples propriétés de cette enzyme, déjà mentionnées plus haut, expliquent

l’intérêt qu’a eu Coen Hemker et son équipe pour le test de génération de thrombine

(TGT),  déjà  connu  au  milieu  du  XXème siècle,  d’en  simplifier  et  d’en  améliorer

considérablement l’usage pour le rendre plus accessible aux laboratoires75,76,77.

Le concept de génération de thrombine est basé sur la loi de la coagulation formulée

par Hemker : « The more thombin the less bleeding but the more thrombosis, the

less thrombin the less thrombosis but the more bleeding »78 et illustré à la Figure 9.

Une  nouvelle  version  du  test  actuellement  connue  sous  le  nom de  « Calibrated

Automated  Thrombinography »  (CAT)  est  capable  de  mesurer  en  continu  la

thrombine générée après l’activation de la coagulation dans un plasma recalcifié 76,79.
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Le TGT mesure en continu l’activité thrombinique au cours de la coagulation du sang

in vitro. La méthode est basée sur les propriétés enzymatiques de la thrombine qui

va cliver un substrat fluorogène. C’est donc une mesure de fluorescence en fonction

du temps80.

Figure 9 : Profils de génération de thrombine en fonction du profil hémostatique

La courbe chez un patient avec tendance hémorragique est plus basse que chez

l’individu  normal.  La  courbe  chez  un  patient  avec  tendance  prothrombotique  est

quant à elle plus élevée.

Le  TGT  appelé  aussi  thrombinographie  est  un  test  d’évaluation  globale  de  la

coagulation. Ce test permet d’étudier dans sa globalité le potentiel hémostatique des

patients. Il est le résultat final de l’interaction entre facteurs pro ou anticoagulants

intervenant  dans le processus hémostatique.  Les tests de coagulation classiques

reflètent seulement la formation initiale de 5% de l’ensemble de la thrombine formée

lors  du  processus  hémostatique,  après  l’apparition  des  traces  de  fibrine76.  En

conséquence,  ces tests ne permettent  que la mise en évidence d’une déficience

significative en facteurs, ne sont pas sensibles aux déficits mineurs et n’explorent

pas du tout les états prothrombotiques.

Le test de génération de thrombine explorant la phase d’initiation, d’amplification et

de  neutralisation  de  la  totalité  de  la  thrombine  formée  au  cours  du  processus
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hémostatique,  permet  de  mettre  en  évidence  des  états  hypo-  et  hyper-

thrombotiques81 :  un  excès  de  formation  de  thrombine  suggèrera  un  état

prothrombotique, tandis qu’un défaut de formation de thrombine une tendance aux

saignements. Ainsi, le TGT permet d’évaluer le potentiel hémostatique global d’un

individu. Le TGT a déjà été exploré dans différentes pathologies82, hémorragiques83

ou  thrombotiques81 (hémophilie,  les  pathologies  cancéreuses,  présence

d’anticoagulant lupique, les états de thrombophilie, la drépanocytose, etc.) ainsi que

dans l’évaluation de médicaments antithrombotiques84,85 ou anti-hémorragiques.

Le  TGT a  ainsi  permis  de  mettre  en  évidence  des  profils  plus  élevés  chez  les

patients  avec thrombophilie,  avec thrombose artérielle  et  de guider  leur  prise en

charge  thérapeutique.  Le  TGT  a  aussi  montré  des  avantages  dans  le  suivi

individualisé des patients hémophiles86.

1.3.2.1.1 Principe

Le TGT permet de mesurer en temps réel la fluorescence produite par l’activité de la

thrombine générée  in vitro sur un substrat spécifique fluorogène, pendant les trois

phases de la coagulation plasmatique (initiation, propagation et terminaison), après

son activation par un activateur approprié et calibré7.
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Figure 10 : Formation de la thrombine et clivage du substrat fluorescent82

Classiquement la coagulation est déclenchée dans un plasma pauvre en plaquettes

(PPP)  par  l’ajout  d’un  mélange  de  petite  quantité  de  facteur  tissulaire  et  de

phospholipides  synthétiques.  La  cascade  des  réactions  de  la  coagulation

plasmatique  aboutit  à  la  formation  de  thrombine  active  par  conversion  de  la

prothrombine.  Celle-ci  va  cliver  le  substrat  fluorogène  et  la  fluorescence  ainsi

générée est mesurée par un fluorimètre toutes les 20 secondes pendant une heure

(voir  Figure  10).  La  fluorescence  mesurée  est  convertie  en  unités  de  thrombine

active grâce à un calibrant analysé en parallèle (voir Figure 11). Ce calibrant contient

une concentration connue et stable de thrombine bovine liée à l’a2M qui garde son

activité sur le substrat fluorogène mais pas sur ses substrats naturels. La solution du

calibrant contient également 100 nM d’antithrombine et de l’héparine à 2 U/mL afin

d’inhiber  toute  interférence  avec  une éventuelle  génération  de thrombine  in  vitro

dans le calibrant.
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Figure 11 : Étapes de la génération de thrombine par méthode CAT

À gauche est reprise la réaction dans le puits de réaction. L’échantillon est incubé 10

minutes en présence de facteur tissulaire, de phospholipides, de chlorure de sodium,

de tampon et d’albumine. La thrombine est générée par ajout de calcium et mesurée

en temps réel par clivage du substrat fluorogène.

À droite est reprise la réaction dans le puits calibrateur. L’échantillon est incubé 10

minutes  en  présence  d’une  concentration  connue  de  thrombine,  de  chlorure  de

sodium, de tampon et d’albumine. Il va ensuite convertir le substrat en fluorescence.

Il permet de calibrer l’activité amydolytique de la réaction.

Le  substrat  fluorogène  utilisé  est  le  Z-Gly-Gly-Arg-7-Amino-4methylcoumarine

(Bachem, Bubendorf,  Suisse)  dilué dans une solution de DMSO. Le substrat  est

mélangé à une autre solution de tampon (Hepes 20 nM,  pH 7,35)  contenant  du

chlorure de calcium à 1 M et de l’albumine de sérum bovin à 60 g/L. Le fluorimètre

généralement utilisé est le Fluoroskan Ascent (Labsystems, Helsinki, Finlande). La

lecture se fait à une longueur d’onde d’excitation de 390 nm et d’émission de 460 nm

à 37 °C de température. La conversion de la fluorescence en unités de thrombine

active  est  automatiquement  réalisée  par  un  logiciel  dédié  ThrombinoscopeTM

(Synapse BV, Maastricht, Hollande). La concentration de thrombine générée est la

dérivée première de la fluorescence mesurée à chaque instant pendant le test. Cette

méthode fournit  une courbe qui  représente  la  quantité  de thrombine générée au

cours du temps et caractérisée par trois phases  (voir  Figure 12 et  Figure 13). La

phase d’initiation conduit  à l’apparition d’une faible quantité  de thrombine suite  à

l’ajout de facteur tissulaire,  de calcium et de phospholipides dans du plasma. La

phase de propagation et d’amplification s’enchainent ensuite, la faible quantité de

thrombine  générée  amplifiant  sa  propre  génération.  Finalement  la  phase  de

neutralisation  prend  place  lorsque  les  facteurs  anticoagulants interviennent  et

inhibent la formation de thrombine.

Ce schéma colle au plus près de la cascade la coagulation décrite in vivo87.
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Figure 12 : Courbe de génération de thrombine

La phase d’initiation  est  initiée  par  la  liaison du facteur  tissulaire  au  facteur  VII,

menant à la formation d’une trace de thrombine. La propagation et l’amplification

mènent à une formation exponentielle de thrombine. La phase de neutralisation limite

la formation de thrombine suite à l’action des facteurs anticoagulants.
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Figure 13 : Courbe de génération de thrombine détaillée, selon Lecompte88

La première partie de la courbe ou temps de latence correspond à l’initiation de la

coagulation  générant  une  trace  de  thrombine.  La  thrombine  amplifie  ensuite  sa

propre  formation  en activant  le  FXI,  le  FVIII  et  le  FV.  La  thrombine  est  ensuite

générée  exponentiellement  (ou  propagation)  suite  à  l’action  des  systèmes

enzymatiques  tenase  et  prothrombinase.  La  propagation  correspond  à  la  phase

ascendante de la courbe. La phase descendante correspond à la neutralisation de la

génération de thrombine par les anticoagulants.

1.3.2.1.2 Corrections des mesures

Différentes corrections doivent être réalisées pour obtenir une mesure fiable du taux

de thrombine générée. En effet,  des erreurs peuvent modifier  significativement la

relation existant entre l’intensité de fluorescence et la concentration de thrombine80.

La  première  correction  concerne  l’effet  des  propriétés  intrinsèques  du  plasma.

L’intensité initiale de fluorescence est plus basse lorsqu’elle est mesurée dans du

plasma comparée au tampon pour la même concentration de thrombine active. Ceci

indique que le plasma absorbe une partie de la fluorescence. Pour corriger cet effet,
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le plasma à tester est également introduit dans le puits contenant le calibrant, les

deux étant mesurés en parallèle.

La deuxième correction est à appliquer car l’intensité de fluorescence diminue avec

le temps pour une concentration fixe de thrombine active au cours de la mesure.

Cette décroissance est due à l’effet de la consommation du substrat et de l’effet de

filtre interne (voir Figure 14). Durant la réaction, la concentration en substrat diminue

ce qui diminue la vitesse de conversion du substrat par la thrombine. La quantité de

thrombine est donc sous-estimée. L’effet de filtre interne provient de l’absorption (ou

quenching) d’une partie de la fluorescence par le produit fluorescent lui-même. Ces

deux effets entraînent une variation du facteur de conversion de la fluorescence en

unités de thrombine active au cours de la mesure. Pour corriger ces effets, le test

réalise  une  calibration  individuelle  continue.  Pour  chaque  plasma  à  tester,  la

fluorescence  du  calibrant  est  mesurée  en  parallèle  et  en  continu.  Le  facteur  de

conversion est calculé à chaque point de la mesure en tenant compte de ces effets

par des formules mathématiques appropriées intégrées dans le logiciel.

Figure 14 : Correction du signal

Le signal mesuré est corrigé afin de prendre en compte de l’effet de filtre interne (le

substrat  fluorescent  peut  absorber  une  partie  du  rayonnement)  et  de  la

consommation du substrat sur les signaux émis.
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L’autre correction concerne l’effet de la thrombine liée à l’α2-macroglobuline. Une

fluorescence résiduelle persiste lorsque la formation de thrombine est terminée dans

le plasma test. Celle-ci est due à la liaison d’une partie de la thrombine générée à

l’α2-macroglobuline du plasma test. Cette liaison dépend surtout de la concentration

plasmatique de l’α2-macroglobuline89. Cet effet est pris en compte et corrigé par des

formules mathématiques introduites dans le logiciel (voir Figure 15) 85,90.

Figure 15 : Courbes obtenues pour le calibrateur et le patient

La courbe de TGT (en bleu) correspond à la courbe de thrombine totale mesurée (en

vert) moins la courbe du complexe thrombine liée à l’α2-macroglobuline (a2M) du

calibrateur (en rouge).

Une partie de la thrombine formée se lie à l’α2-macroglobuline. Ce complexe est

inactif in vivo ; cependant in vitro ce complexe a une activité lytique sur le substrat. Il

est  donc  nécessaire  de  soustraire  cette  activité  au  signal  pour  ne  mesurer  que

l’action de la thrombine active.
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Les  différentes  corrections  sont  réalisées  par  le  logiciel  informatique  fourni  avec

l’automate  de  TGT.  On  obtient  alors  la  courbe  de  thrombine  (nM)  générée  en

fonction du temps (min).

1.3.2.1.3 Analyse de la courbe de génération de thrombine

La  courbe  et  les  valeurs  numériques  de  ses  paramètres  sont  automatiquement

générées par le logiciel dédié.

Les  différents  paramètres  de  la  courbe  de  TGT,  ou  « thrombogram »  sont  (voir

Figure 16) :

 Lagtime ou temps de latence :  délai avant la formation de thrombine (en

min) et correspondant au temps de coagulation des tests de routine.

 Peak height ou pic : correspondant à la quantité maximale de thrombine

générée (en nM).

 Endogenous  Thrombin  Potential  ou  potentiel  endogène  de  thrombine

(ETP) ou aire sous la courbe (en nM.min), représente la quantité totale de

thrombine  formée  à  la  suite  de  l’intervention  des  facteurs  pro  et

anticoagulants.  Quel que soit l’objectif des études, le paramètre ETP est

en général le plus utilisé et le mieux corrélé au phénotype clinique91.

 Velocity index ou vélocité :  pente de génération de thrombine c’est-à-dire

la vitesse de génération de thrombine (en nM/min) et représente le taux de

formation de thrombine.

 Time  to  peak  (TTP)  ou  temps  pour  atteindre  le  pic  de  formation  de

thrombine (en min).
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Figure 16 : Paramètres du thrombinogramme

LagTime  ou  temps  de  latence,  correspondant  à  l’initiation ;  velocity  ou  vélocité,

correspondant  à  la  vitesse  de  formation  de  la  thrombine ;  Peak  height  ou  pic,

correspondant à la concentration maximale de thrombine générée ; time to peak ou

temps pour atteindre le pic ; ETP ou potentiel endogène de thrombine.

1.3.2.2 Tests viscoélastiques

Les  tests  viscoélastiques  se  pratiquent  en  sang  total.  Ils  utilisent  les  propriétés

viscoélastiques  du  caillot  pour  permettre  un  diagnostic  rapide  des  troubles  de

l’hémostase.  Tous  les  composants  sanguins  y  sont  impliqués,  tant  les  éléments

figurés  du  sang  que  les  composants  plasmatiques.  Ces  tests  sont  utilisés

principalement dans le but de réduire la consommation de produits sanguins labiles92

afin de diminuer le coût de la prise en charge et d’améliorer le pronostic des patients.

Ils  ont  suscité  un  grand  intérêt  auprès  des  urgentistes  et  anesthésistes.  Ils

permettent un diagnostic ciblé des troubles de l’hémostase dans les situations de

traumatologies93,  d’hémorragies  du  post-partum94 et  en  chirurgie  cardiaque95.

L’utilisation  de  tests  viscoélastiques  dans  ces  situations  cliniques  sévères  fait

actuellement l’objet de recommandations internationales96,97.

Parmi les dispositifs disponibles sur le marché citons la thromboélastographie TEG

(Haemoscope,  États-Unis),  le  Quantra  (Stago  Asnières,  FR),  le  Clot  Pro
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(Haemonetics  ALL)  et  la  thromboélastométrie  ROTEM  (Pentapharm,  Munich,

Allemagne). Leurs performances sont assez similaires98. Ces automates mesurent la

formation  maximale  de  fibrine  après  initiation  de  la  coagulation  par  ajout  d’un

activateur dans du sang total. Le ROTEM ayant été utilisé dans ce travail, est détaillé

ci-dessous.

1.3.2.2.1 Principe de la thrombo-élastométrie

La  technologie  brevetée  ROTEM  est  basée  sur  une  cuvette  stationnaire

thermostatisée et un axe vertical oscillant en permanence (Figure 17)99.

Figure 17 : Principe de la thromboélastométrie avec le ROTEM89

L’axe rotatif (1) est plongé dans la cuvette (7) contenant l’échantillon sanguin. Suite à

l’ajout d’un activateur, des fils de fibrine et des agrégats plaquettaires se forment (8).

Ceux-ci sont détectés suite à la modification de l’amplitude de l’oscillation de l’axe.

1 axe rotatif (~ 4,75°) ; 2 Ressort ; 3 Source lumineuse / diode ; 4 Miroir ; 5 Unité de

détection  (caméra  électronique) ;  6  Goupille  de  capteur  (Pin) ;  7  Cuvette  (Cup)

remplie de sang ; 8 Fils de fibrine et agrégats de thrombocytes ; 9 Support de cuvette

chauffé ; 10 Roulement à billes ; 11 Traitement de données.
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Tant qu’aucune coagulation ne se produit,  le mouvement de la goupille n’est pas

entravé. Dès qu’un caillot  se forme entre la goupille et la cuvette,  le mouvement

oscillant est alors limité. Le résultat obtenu correspond à l’équilibre entre la tension

du ressort et la tension du caillot. Plus le caillot est ferme, plus l’amplitude de rotation

de  l’axe  est  petite.  C’est  l’amplitude  de  rotation  en  fonction  du  temps  qui  est

enregistrée.

Les données sont exploitées grâce à un logiciel connecté à l’appareil de mesure. On

obtient ainsi la courbe ROTEM ainsi que ses paramètres. Cette courbe prend une

forme de diapason. Les données de mesure sont exploitées à l’aide d’un logiciel

spécial permettant la génération d’une courbe de réaction et le calcul des différents

paramètres numériques (cinétiques et de fermeté du caillot).

L’amplitude  de  rotation  de  la  goupille  est  transformée  en  amplitude  graphique :

l’amplitude  graphique  de  0  mm,  ou  libre  rotation  de  la  goupille,  correspond  à

l’absence de coagulation ; l’amplitude graphique de 100 mm ou absence de rotation

de la goupille, correspond à la fermeté maximale du caillot.

1.3.2.2.2 Courbe et paramètres exploités

La Figure 18 reprend une courbe de réaction, aussi appelée thromboélastogramme

et les différents paramètres mesurés qui peuvent être exploités.
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Figure 18 : Courbe de réaction (thromboélastogramme)89

La courbe correspond à l’amplitude du caillot formé en fonction du temps suite à

l’ajout d’un activateur à l’échantillon sanguin. Les différents paramètres mesurés sont

l’amplitude, le temps de coagulation,  le temps de formation du caillot,  la fermeté

maximale du caillot ou amplitude maximale, la lyse maximale.

Les paramètres mesurés, leur définition et leur interprétation sont :

 Le temps de coagulation (Clotting Time, CT) : il correspond au temps mis

depuis le démarrage d’un test après ajout d’un activateur de coagulation

jusqu’au moment où une amplitude de 2 mm est atteinte. Le CT décrit la

vitesse avec laquelle la formation de fibrine commence. Ce paramètre est

analogue au temps de coagulation lors d’un test de coagulation laboratoire

classique. Il n’y est cependant pas identique car davantage de fibrine doit

être formée et stabilisée pour atteindre un certain degré de fermeté du

caillot  qui  suffit  pour  relier  les  deux  parties  mobiles  d’une  cellule  de

mesure. Le CT est influencé par les taux en facteurs pro et anticoagulants.

 Le temps de formation du caillot : il correspond au temps écoulé entre une

amplitude 2 mm et une amplitude 20 mm du signal de caillot. Il décrit la

phase suivante de la formation du caillot : la cinétique de formation d’un

caillot  stable  via  l’intervention  des  plaquettes  sanguines  activées  et  la

fibrine.  Il  est  donc  influencé  par  le  nombre  de  plaquettes  et  leur

contribution à la fermeté du caillot, le taux de fibrinogène et sa capacité de

polymérisation. Un temps de formation du caillot raccourci indique un état

hypercoagulable. Pour les échantillons caractérisés par une formation de

caillot très faible, il est possible que le temps de formation de caillot ne soit

pas atteint et donc pas affiché.

 L’angle Alpha : il correspond à l’angle entre la ligne médiane et la tangente

à la courbe de coagulation passant par le point d’amplitude 2 mm. Il décrit

la  cinétique  de  la  formation  des  caillots.  L’information  diagnostique  du

paramètre  est  identique à celle  du  paramètre  « temps de formation  du

caillot ». Un angle Alpha réduit indique un état hypocoagulable.
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 La  fermeté  maximale  du  caillot  (MCF) :  elle  correspond  à  l’indice  de

fermeté du caillot sanguin et donc de sa qualité. Ce paramètre correspond

à l’amplitude maximale atteinte avant dissolution du caillot par fibrinolyse et

diminution  de  sa  fermeté.  Il  est  influencé  par  les  thrombocytes,  le

fibrinogène (concentration et aptitude à la polymérisation), le FXIII, le statut

de la fibrinolyse. Un MCF faible indique une fermeté faible du caillot et

donc un risque potentiel d’hémorragie. Un MCF élevé peut indiquer un état

hypercoagulable.

 Valeurs d’amplitude A(x) : les valeurs A(x) sont un indice de fermeté du

caillot. La valeur A(x) correspond à l’amplitude au terme d’un certain temps

x  après  CT  (par  exemple  A10  après  10  min).  Il  est  influencé  par  les

thrombocytes, le fibrinogène (concentration, aptitude à la polymérisation),

le FXIII.

 Index de lyse pour 30 min (LI30) : LI30 est un index de fibrinolyse 30 min

après  CT.  Elle  correspond  au  rapport  de  l’amplitude  par  rapport  à  la

fermeté maximale du caillot (pourcentage de fermeté de caillot restante).

Les paramètres LI45 et LI60 décrivent les fermetés de caillot restantes 45

et  60  min  après  CT.  Dans  les  échantillons  sains,  il  est  quasiment

impossible  d’observer  une  fibrinolyse  en  raison  de  la  concentration

importante d’inhibiteurs de fibrinolyse. Une valeur LI30 anormale indique

souvent une hyperfibrinolyse.

 Lyse  maximale :  il  décrit  le  degré  de  fibrinolyse  en  mesurant  le

pourcentage  de  fermeté  du  caillot  perdue.  Une  lyse  maximale  de  5%

signifie  que  le  paramètre  MCF  a  diminué  de  5%  durant  la  période

considérée.

1.3.2.3 Autres tests globaux

Il existe d’autres tests globaux décrits dans la littérature.

Un de ces tests prometteur  est  le  test  mesurant  simultanément la  génération de

thrombine  et  de  plasmine.  Ce  test  permet  d’étudier  les  interactions  entre  la

fibrinoformation et la fibrinolyse. Il a été mis au point par l’équipe de Van Geffen100.

La  coagulation  est  activée  suite  à  l’ajout  de  facteur  tissulaire,  de  calcium et  de

phospholipides ou d’une faible quantité de thrombine. La fibrinolyse quant à elle est

54



initiée  par  l’ajout  de  t-PA.  Ce  test  permet  d’évaluer  les  états  hyper-  et  hypo-

coagulables et permet d’explorer la fibrinolyse, non étudiée dans le TGT101,102,103. Il

n’est  cependant  pas  aisé  de  l’implémenter,  ce  test  opérateur-dépendant  ce  qui

implique une maîtrise rigoureuse de la technique, en raison des très faibles quantités

de réactifs manipulées. De plus, un traitement lourd mathématique des données est

nécessaire et actuellement aucun logiciel n’est disponible permettant d’exploiter les

résultats obtenus.

Un autre test global appelé Thrombodynamics mesure la génération de thrombine et

la fermeté du caillot. Cette méthode permet une visualisation in vitro en temps réel

de la formation du caillot à partir de la surface de l’activateur qui mime les conditions

in vivo. Elle mesure les caractéristiques spatio-temporelles du caillot de fibrine en

formation dans un petit volume de plasma sans agitation. La coagulation commence

à la surface d’un insert dit « activateur » recouvert de FT. Le FT immobilisé sur la

surface de l’insert reproduit un vaisseau lésé. Quand l’échantillon plasmatique entre

en contact avec le FT, la coagulation débute et le caillot commence à croitre dans la

cuvette.  Contrairement  aux  autres  méthodes  explorant  la  formation  du  caillot,  la

méthode s’intéresse à la dimension spatiale du caillot.

Figure 19 : Principe de la mesure Thrombodynamics
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À gauche est représenté l’insert recouvert de phospholipides plaquettaires et de FT

mis en contact avec du plasma. Cette face reproduit un dommage tissulaire dans un

vaisseau sanguin. Dès que l’échantillon plasmatique entre en contact avec le FT, le

processus de coagulation est initié et la formation du caillot de fibrine commence à la

surface de la face terminale de l’insert. La progression du caillot est enregistrée par

une caméra qui analyse l’opacification du milieu à intervalles réguliers. Les photos

prises sont représentées au milieu du schéma. À partir de la série de photos prises,

un logiciel  calcule les paramètres spatio-temporels de la formation dynamique du

caillot de fibrine.

Cet automate a permis d’investiguer des situations prothrombotiques104 mais aussi

hémorragiques et d’évaluer la fibrinolyse chez les patients cirrhotiques105. Au sein de

notre labo, nous avons eu l’occasion d’étudier l’effet  des anticoagulants par cette

méthode. Ce travail a fait l’objet d’un poster au congrès de la société de thrombose

et d’hémostase en 2015106.

Cependant  contrairement  au  TGT  ou  aux  tests  viscoélastiques,  ces  deux  tests

globaux sont fastidieux et de manipulation peu aisée. Ils n’ont pas été explorés dans

ce travail.
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2 Objectifs du projet

Les différents objectifs de ce travail s’articulent autour de l’application des tests de

coagulation  globaux  à  diverses  situations  cliniques.  Parmi  ces  tests,  le  test  de

génération de thrombine et les tests viscoélastiques retiennent notre attention. Ils ont

déjà  été  utilisés  dans  différentes  pathologies  rencontrées  en  pratique  clinique

hospitalière  et  pourrait  s’avérer  utiles  afin  de  caractériser  différentes  pathologies

rencontrées au sein de services cliniques hospitaliers avec lesquels notre laboratoire

de biologie clinique collabore. Nous présentons dans ce travail 3 études centrées

autour  de  l’application  des  tests  globaux  d’hémostase  à  des  situations  cliniques

particulières.

2.1 Évaluation  du  potentiel  hémostatique  chez  les  enfants  atteints  de

leucémie  aiguë  lymphoblastique  (LAL)  pendant  le  traitement  par

Asparaginase

L’incidence des thromboses pendant un traitement de LAL pédiatrique est d’environ

5%107. L’étiologie est multifactorielle et inclut la maladie elle-même, les défauts de la

coagulation  induite  par  le  traitement  (principalement  les  corticostéroïdes  (CS)  et

l’asparaginase (Asp)), la présence d’une voie centrale, l’infection et la prédisposition

génétique108,109,110,111.

Depuis  quelques  années,  les  protocoles  de  traitement  des  LAL  pédiatriques  ont

évolué, faisant progresser le pronostic, en utilisant des agents chimiothérapiques de

plus en plus ciblés. L’asparaginase est un médicament capital dans le traitement des

LAL mais avec des effets secondaires sur les cellules saines et responsable d’une

altération  des  synthèses  protéiques  avec  réduction  des  facteurs  de  coagulation,

procoagulants  comme  FV,  FVIII  et  fibrinogène,  et  anticoagulants  comme

l’antithrombine, la protéine C et la protéine S112.

De  plus,  les  corticoïdes  qui  font  partie  intégrante  du  traitement  d’induction  en

association avec l’asparaginase, induisent un état prothrombotique108 en augmentant

les facteurs procoagulants (comme le FVIII, le FvW, FXI, FV, FII) et le PAI-1.

Les traitements de LAL incluent donc cette combinaison de Asp et CS avec un effet

cumulatif  sur  l’altération  de  la  coagulation  et  menant  cliniquement  à  un  état

hypercoagulable.
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Quelques études ont étudié l’altération du système hémostatique chez ces patients

mais  en  dosant  les  protéines  de  manière  indépendante113,114.  L’évaluation  du

potentiel global de coagulation chez les enfants en traitement de LAL n’avait pas été

caractérisée. Dans cette étude, le TGT a été utilisé afin d’évaluer le phénotype global

hémostatique des enfants atteints de LAL et de cerner les effets des corticostéroïdes

et de l’asparaginase sur la coagulation. Les données du TGT ont été analysées en

fonction des complications thrombotiques développées par les patients.

Les résultats de cette étude ont fait  l’objet  d’une publication115,  cette dernière est

reprise en annexe (7.1).

2.2 Exploration de la balance hémostatique grâce au TGT suite à la greffe de

moelle chez les patients drépanocytaires

La  drépanocytose  (SCD)  est  considérée  comme  un  état  clinique

hypercoagulable116,117.  L’activation  de  la  coagulation  est  présente,  avec  une

coagulopathie de consommation ainsi que des taux élevés de marqueurs in vivo de

génération de thrombine et  de fibrine118,119.  Plusieurs composants  du système de

coagulation sont modifiés vers l’hypercoagulabilité. Des études ont rapporté que les

patients  atteints  de  SCD  présentent  des  altérations  individuelles  des  facteurs

procoagulants et anticoagulants (taux élevés de FVIII, diminution des protéines C et

S). De plus, une augmentation du potentiel hémostatique à l’aide de tests globaux de

coagulation a été mise en évidence chez les enfants atteints de SCD en état stable,

en dehors de tout événement clinique120,121.  Cette augmentation du TGT chez les

enfants SCD a été décrite comme étant liée au jeune âge ainsi qu’à l’intensité de

l’hémolyse et un lien entre TGT et vasculopathie cérébrale chez ces patients a été

mentionné122.

Le traitement des patients SCD s’est considérablement amélioré avec l’introduction

de l’hydroxyurée et avec une gestion médicale mondiale bien meilleure, au moins

dans les pays développés123,124. Cependant, la drépanocytose reste associée à une

morbidité  sévère et  à  une diminution  de la  survie  (défaillance organique,  lésions

chroniques).  À  ce  jour,  la  transplantation  de  cellules  souches  hématopoïétiques

(HSCT) de donneurs frères et sœurs HLA identiques est le seul traitement curatif
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validé de la drépanocytose125 même si d’autres types de greffes font l’objet d’études

pilotes.

La  HSCT  est  principalement  envisagée  pour  les  enfants  atteints  d’une  maladie

clinique grave caractérisée par des antécédents d’accident vasculaire cérébral, de

crises  vaso-occlusives  répétées,  de  syndromes  thoraciques  aigus  répétés  et

d’ostéonécrose multiple ou d’allo-immunisation126. Les patients atteints d’une maladie

pulmonaire ou rénale qui se détériorent bénéficient également de la transplantation 127

ainsi que les enfants à risque d’AVC128.

La survie globale et la survie sans événement après greffe de donneurs apparentés

varient de 93% à 97% et de 82% à 86%129,130,131,132,133. Malgré ces résultats cliniques

impressionnants,  l’évolution  de  l’équilibre  hémostatique  après  HSCT  est  encore

inconnue.

Selon une étude de Langstrom et al.134, la HSCT affecte le système de coagulation

principalement dans les premières semaines après la transplantation. Cette étude

met en évidence un déséquilibre vers un état procoagulant avec une augmentation

des marqueurs d’activation de la coagulation (FvW, fragments de prothrombine 1 +

2), l’augmentation du turn-over de la fibrine (D-dimères) et l’augmentation de l’ETP.

Ces anomalies précoces de la coagulation peuvent entraîner une augmentation du

taux  de  morbi-mortalité135,  avec  la  microangiopathie  thrombotique  associée  à  la

greffe,  principalement  en  raison  de  lésions  endothéliales  induites  par la

chimiothérapie136,137.

La  SCD  et  la  HSCT  étant  donc  deux  situations  cliniques  potentiellement

prothrombotiques,  l’objectif  de  cette  étude  est  de  caractériser  la  balance

hémostatique chez les enfants SCD bénéficiant d’une HSCT. Le TGT a été utilisé

pour comparer le potentiel hémostatique des enfants SCD avant et après HSCT.

Les  résultats  de  cette  partie  du  projet  ont  été  publiés  dans  Journal  of  Clinical

Medicine138. L’article est inséré en annexe (7.2).
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2.3 Utilisation d’un test de viscoélasticité (ROTEM) en chirurgie cardiaque et

plus précisément pédiatrique pour déterminer la  dose minimale d’acide

tranexamique nécessaire pour inhiber la fibrinolyse

Pendant  les interventions cardiaques,  le patient  est  exposé à toute une série  de

stimuli qui conduisent à un risque non négligeable de saignement et de transfusion

de  produits  sanguins  labiles.  La  circulation  extracorporelle  va  induire  une

hémodilution mais aussi une activation de la coagulation par contact direct entre le

sang et une surface non-endothéliale, le circuit. De plus, la dissection du péricarde et

les lésions chirurgicales vont augmenter le risque de saignement,  qui à son tour,

favorise  le  développement  d’une  coagulopathie.  D’autres  facteurs  entrainant  un

risque de saignement sont l’administration d’héparine, l’administration de protamine,

l’hémodilution,  la  consommation  des  facteurs  de  coagulation,  la  dysfonction

plaquettaire et l’augmentation de la fibrinolyse139,140.

Dans  ce  cadre,  les  agents  antifibrinolytiques  sont  largement  utilisés  en  chirurgie

cardiaque adulte141,142 et pédiatrique143 car ces molécules ont montré leur efficacité

dans la réduction du saignement et des besoins transfusionnels.

Parmi  ces  agents  antifibrinolytiques,  l’acide  tranexamique  (TXA),  un  analogue

synthétique de la lysine, limite la fibrinolyse en inhibant la dégradation de la fibrine

par la plasmine144. Il est utilisé régulièrement en prophylaxie du saignement ou dans

des  situations  hémorragiques  (trauma,  chirurgie  cardiaque,  hémorragie  du

postpartum) limitant les pertes sanguines et le recours aux transfusions143,145,146.

Les  doses  utilisées  actuellement  sont  essentiellement  basées  sur  une  approche

empirique, ne tenant pas compte de la pharmacocinétique du produit. Celle-ci a fait

l’objet d’études147,148,149 en particulier chez l’enfant150,151. Cependant la concentration

plasmatique optimale à cibler, permettant une inhibition complète de la fibrinolyse est

inconnue, particulièrement dans la population pédiatrique.

Il existe peu de tests explorant la fibrinolyse de manière aisée. Après sensibilisation

du  test  de  viscoélasticité  Rotem à  la  fibrinolyse  par  ajout  de  t-PA,  nous  avons

déterminé  une  concentration  idéale  d’acide  tranexamique  capable  d’inhiber  la

fibrinolyse induite in vitro chez des enfants avec maladies cardiaques congénitales et

chez l’adulte sain.
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Cette partie du projet a fait l’objet d’une publication152 qui est annexée à ce manuscrit

(7.3).
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3 Matériel et méthodes

3.1 Matériel

3.1.1 Appareillages

 Automate de coagulation : STA-EVO (Stago, Asnières, France).

 Fluorimètre  (Fluoroscan  Ascent,  Thermolabsystems  OY,  Helsinki,

Finlande).

 Logiciel  d’analyse :  Thrombinoscope  software  (Thrombinoscope  B.V.,

Maastricht, Pays-Bas).

 Thromboelastomètre (ROTEM, Tem-International, Munich, Allemagne).

 Automate de chimie : COBAS 8000 (Roche Diagnostics, Rotkreuz, Suisse).

 Automate  d’hématologie :  Sysmex  XN  9000  (Sysmex  Corporation  TM,

Kobe, Japon).

 Automate d’électrophorèse capillaire en milieu alcalin (Capillarys Systems,

Sebia, Benelux).

 Centrifugeuse Sigma (Sigma-Aldrich, distribué par Analis, Belgique).

 Centrifugeuse à tubes Eppendorff (Eppendorff, Allemagne).

 Congélateur Eppendorff F740hi (Eppendorff, Allemagne).

 Bain-marie Julabo Pura 10 (Julabo, Allemagne).

 Étuve (Analis, Belgique).

3.1.2 Produits, réactifs et consommables

 Tubes  de  prélèvement :  tubes  citratés  0,109M,  tubes  EDTA  et  tube

héparine  lithium  avec  gel  séparateur  –  Vacutainer  tubes  (Becton

Dickinson, Plymouth, Royaume-Uni).

 Kit  de  dosage  du  fibrinogène  STA-Fibrinogen  (Diagnostica  Stago,

Asnières, France).
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 Kit  de  dosage  de  la  protéine  S  libre  STA-Liatest  Free  Protein  S

(Diagnostica Stago, Asnières, France).

 Kit de dosage de la protéine C (Coamatic Protein C, Chromogenix, Milan,

Italie).

 Kit  de dosage de l’antithrombine (Coamatic  Antithrombin,  Chromogenix,

Milan, Italie)

 Kit de dosage de la LDH LDHI2 (Roche Diagnostics, Rotkreuz, Suisse).

 Kit de réactifs utilisés pour le TGT (PPP low +/- TM, Thrombinoscope BV,

Pays-Bas).

 Kit  calibrateur  pour  le  TGT  (Thrombin  Calibrator,  Thrombinoscope  BV,

Pays-Bas).

 Kit substrat pour TGT contenant le substrat, le calcium et le tampon (FluCa

kit, Thrombinoscope BV, Pays-Bas).

 Contrôle  utilisé  pour  le  TGT  (Pooolnorm,  Diagnostica  Stago,  Asnières,

France).

 Tubes en plastique (5 mL).

 Tubes en verre (5 mL).

 Tubes Eppendorf en polypropylène 1,2 mL (Nuova Aptaca).

 Tips et pipette Rainin (Mettler-Toledo).

 Plaque 96 puits (VWR).

 Eau pour injection B.Braun.

 Produits  pharmaceutiques  pour  dilutions  dans  les  plasmas  après

reconstitution en solution saline (0,9% NaCl) :

o Alteplase  (Actilyse,  Boehringer  Ingelheim  Internation  GmbH,

Ingelheim am Rhein, Allemagne).
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o Acide tranexamique (Exacyl, Sanofi Aventis, France).

3.2 Méthodes

3.2.1 Les tests de coagulation « classiques »

Les tests ont été réalisés sur l’automate STA-R-EVO.

 Le  fibrinogène  a  été  dosé  par  la  méthode  coagulante  de  référence

(méthode  Claus153)  consistant  en  l’ajout  d’une  quantité  en  excès  de

thrombine dans le plasma dilué du patient.

 L’activité de la protéine C a été mesurée par méthode chromogénique. La

protéine C du plasma à doser est activée par une enzyme spécifique issue

du venin de vipère. La quantité de protéine C activée est déterminée par le

taux d’hydrolyse d’un substrat chromogène entrainant la libération de p-

nitroanilline (pNA) mesurée à 405 nm.

 La  protéine  S  libre  a  été  dosée  par  test  immuno-turbidimétrique.  Ce

dosage  mesure  par  photométrie  l’augmentation  de  la  turbidité  d’une

suspension  de  microparticules  de  latex,  sur  lesquelles  sont  fixées  des

anticorps  monoclonaux  spécifiques  de  la  protéine  S  libre,  suite  à  leur

liaison à la protéine S libre du plasma.

 L’antithrombine  a  été  dosée  par  méthode  chromogénique.  Dans  ce

dosage,  le  plasma  est  incubé  avec  un  excès  de  facteur  Xa  (FXa)  en

présence d’héparine. La quantité résiduelle de FXa est déterminée par le

taux d’hydrolyse d’un substrat chromogène libérant de la pNA mesurée à

405 nm est inversement proportionnelle au taux d’antithrombine.

3.2.2 Quantification de paramètres biochimiques et hématologiques

La concentration en hémoglobine a été déterminée sur l’automate Sysmex XN 9000

par méthode photométrique.

La lactate déshydrogénase (LDH) a été dosée sur les COBAS 8000.

L’hémoglobine S a été mesurée par électrophorèse capillaire en milieu alcalin.
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3.2.3 Test de génération de thrombine TGT

Le TGT a été évalué par la méthode CAT, décrite par Hemker79. Le TGT est initié par

l’addition de 1 pM de facteur tissulaire et 4 µM de phospholipides, avec et sans ajout

de  thrombomoduline,  pour  sensibiliser  le  test  au  système  anticoagulant  protéine

C/protéine S.

Après reconstitution des réactifs et thermostatisation de la plaque à 37 °C, 80 µL de

PPP sont ajoutés à 20 µL de réactif en absence de thrombomoduline (TM-) ou en

présence  de  thrombomoduline  (TM+)  (puits  réactifs)  ou  de  calibrateur  (puits

calibrateur).

Après une incubation de 15 minutes à 37 °C, la réaction est déclenchée par ajout de

20 µL du mélange substrat fluorogène-calcium.

La génération de thrombine est mesurée par la méthode CAT. La fluorescence est

mesurée (longueur d’onde d’excitation 390 nm et longueur d’onde d’émission 460

nm) par un fluorimètre.

Toutes  les  mesures  sont  faites  en  duplicats  (deux  puits  réactifs  et  deux  puits

calibrateurs pour un même échantillon).

Un contrôle qualité interne est ajouté sur chaque plaque de TGT.

3.2.4 Prélèvement et traitement des échantillons

Le sang périphérique veineux des patients et contrôles a été prélevé dans des tubes

citratés pour les analyses de coagulation.

Les plasmas pauvres en plaquettes (PPP) sont préparés après double centrifugation

à 2500 g pendant 15 minutes. Les PPP sont conservés à -80 °C jusqu’à analyse.

Avant analyse, le PPP est rapidement décongelé au bain marie à 37 °C pendant 5

minutes.

3.2.5 Population contrôle pour les deux études avec TGT

23 enfants, âgés de 2 à 14 ans et 31 patients, âgés de 3 à 17 ans, admis pour bilan

préopératoire  pour  intervention  chirurgicale  mineure  ont  été  considérés  comme

contrôles normaux (NC) si  leur numération sanguine, leur coagulation, leurs tests

évaluant la fonction rénale et hépatique, la CRP et LDH étaient normaux. Le plasma
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citraté résiduel après leur bilan de coagulation préopératoire a été congelé à 80 °C

jusqu’à analyse.
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3.2.6 Évaluation  du  potentiel  hémostatique  chez  les  enfants  atteints  de

leucémie  aiguë  lymphoblastique  (LAL)  pendant  le  traitement  par

Asparaginase

3.2.6.1 Patients

Cette étude a reçu l’approbation du Comité d’éthique de l’hôpital universitaire des

enfants Reine Fabiola HUDERF (CEH n°49/10).

Entre décembre 2009 et septembre 2013, les patients, âgés de 1 à 18 ans, traités

selon le protocole CLG-EORTC de première ligne ont été inclus154,155. Les patients

ont été classifiés dans 4 groupes de traitement (VLR, AR1, AR2B or VHR) selon leur

risque de rechute. Tous les patients ont reçu des CS durant l’induction (prednisolone

PDN ou dexaméthasone DXM pour le groupe AR2B) et durant l’intensification tardive

(DXM).

Les patients avec thrombophilie au diagnostic (déficience en protéine S, protéine C

ou antithrombine, présence d’un anticoagulant lupique, d’une résistance à la protéine

C, d’une mutation du FV Leiden ou une mutation G20210A de la prothrombine-FII

Leiden)  ont  été  exclus  de  l’étude  en  raison  de  l’instauration  chez  eux  d’une

prophylaxie antithrombotique systématique par héparine de bas poids moléculaire

pendant les phases de traitements avec asparaginase.

Concernant  la  formulation  de  l’Asp  administrée,  les  patients  ont  reçu,  entre

décembre 2009 et décembre 2012, 8 infusions intraveineuses d’Asp native (10000

U/m2) deux fois par semaines du jour 12 au jour 35 de l’Induction et 4 infusions

intraveineuses deux fois par semaine du jour 8 au jour 18 pendant l’intensification

tardive.

Depuis janvier 2013, et la disponibilité en Belgique de la PEG Asp (asparaginase

pégylée de longue durée d’action), les patients ont reçu la PEG Asp à la place de

l’Asp native, à raison de deux PEG Asp (2500 U/m2 en intraveineux) aux jours 12 et

26 en induction et au jour 1 et 8 en intensification tardive.

Le temps de demi-vie de l’Asp native est de 12 heures alors que pour la  forme

pégylée, il est de 5 à 13 jours156.
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En cas d’allergie  avec  l’Asp  native  ou pégylée,  ce  traitement  était  substitué  par

l’Erwiniase (asparaginase extraite de la bactérie Erwinia chrysanthemi) à des doses

calculées pour tenter de produire le même effet biologique (20000 U/m2 3 fois par

semaine).

Les patients recevaient des corticostéroïdes du jour 1 au jour 28 en induction et du

jour  1  au  jour  21  en  intensification  tardive.  En  induction,  les  patients  recevaient

principalement de la prednisolone, sauf les patients inclus dans le bras de traitement

AR2B  qui  recevaient  de  la  dexamethasone.  En  intensification  tardive,  tous  les

patients recevaient de la dexamethasone.

Les  échantillons  sanguins  des  patients  ont  été  obtenus  à  différents  moments

pendant  le  traitement  (voir  Figure  20) :  au  diagnostic  (jour  1),  avant  chaque

administration de Asp native (A1 à A8 et A9 à A12) et à distance de tout traitement

par Asp ou CS (F1, F2 et F3). Les patients sous PEG ou Erwiniase étaient prélevés

aux mêmes moments que pour la cohorte sous Asp native (même s’ils recevaient la

PEG seulement en A1, A5 et A9). Aux temps de prélèvements A1 et A9, les patients

étaient déjà sous CS.

Le TGT et le dosage des protéine S, protéine C, antithrombine et fibrinogènes ont

été réalisés sur ces différents échantillons.

Figure  20 :  Schéma  d’administration  des  corticostéroïdes  et  de  l’asparaginase

pendant l’induction et l’intensification tardive

Après le diagnostic, le patient est traité pendant 28 jours par corticostéroïdes. À partir

du jour 12 et jusqu’au jour 35, le patient reçoit de l’asparaginase. Pendant la phase

d’intervalle,  le  patient  ne  reçoit  ni  asparaginase  ni  corticostéroïdes.  Lors  de
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l’intensification tardive, le patient reçoit pendant 21 jours de la dexaméthasone et

pendant 10 jours de l’asparaginase. Les différents prélèvements sont le diagnostic,

les moments (A) lorsque le patient est sous asparaginase et/ou corticostéroïde et F

lorsque le patient ne reçoit ni asparaginase ni corticostéroïde.

3.2.6.2 Analyses statistiques

Les deux paramètres analysés étaient le pic et l’ETP. Le pourcentage de réduction

en présence de TM (RETP) a été calculé pour chaque échantillon.

Les résultats  des patients  ont  été  exprimés en  médiane  et  range  interquartile  à

chaque moment de prélèvement.

Pour les données démographiques, les comparaisons concernant l’âge et le sexe

entre les NC et les patients soit sous Asp native soit sous PEG Asp ont été faites

respectivement par test ANOVA soit par test Chi-carré.

Pour les comparaisons entre les deux cohortes de patients (Asp native et PEG Asp),

les variables continues ont été analysées par le test de Mann-Whitney, les variables

discrètes ont été analysées par le test exact de Fischer.

Les  résultats  des  paramètres  de  TGT  ont  été  comparés  à  l’intervalle  allant  du

percentile 2,5 au percentile 97,5 des NC. Les taux de protéine S et de protéine C ont

été comparés au seuil du percentile 2,5 des NC (57% et 65% respectivement). Pour

l’antithrombine, les valeurs seuils étaient supérieures à 75% et comprises entre 160

et 400 mg/dL pour le fibrinogène.

La comparaison des résultats de TGT entre patients sous native Asp et PEG Asp

aux différents temps a été faite par analyse ANOVA à deux voies avec le test de

Bonferroni comme post-test.

Les tests statistiques ont été réalisés en utilisant le logiciel GraphPad Prism Version

5  (GraphPad  Software  Inc.,  États-Unis).  Une  p-value inférieure  à  0,05  a  été

considérée comme significative.
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3.2.7 Exploration de la balance hémostatique grâce au TGT suite à la greffe de

moelle chez les patients drépanocytaires

3.2.7.1 Patients

Cette étude a reçu l’accord du Comité d’éthique de l’HUDERF (n°25/09).

De  novembre  2014  à  mars  2018,  les  enfants  souffrant  de  drépanocytose  SCD

sévère et étant greffés ont été inclus après signature du consentement éclairé de

chaque parent ou tuteur légal.

Les échantillons pour TGT ont été obtenus avant et 3, 6, 9, 12 et 15 mois après

HSCT.

De plus, l’évaluation du taux d’hémoglobine, des LDH et de l’HbS ont été reprises

des bilans de suivi de routine de ces patients, avant, 6 et 15 mois après HSCT.

3.2.7.2 Analyse statistique

Les différents paramètres de TGT ont été analysés (ETP, pic, vélocité, time to peak,

lag time). Le pourcentage de réduction en présence de TM (RETP) a été calculé

pour chaque échantillon.

Les résultats des patients ont été exprimés en médiane et étendue des mesures à

chaque moment de prélèvement et comparés à l’intervalle allant du percentile 2,5 au

percentile 97,5 des NC.

Le test de Mann-Whitney a été utilisé pour comparer :

 Les résultats obtenus chez les patients avant HSCT et les NC.

 Les résultats obtenus chez les patients de moins de 10 ans avec ceux de

plus de 10 ans.

 Les résultats du TGT après 15 mois au regard du statut normal AA ou

hétérozygote AS du donneur.

Le test de Wilcoxon a permis de comparer le TGT des patients avant et 3 mois après

greffe.
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Les taux d’Hb, HbS et LDH ont été comparés avant, 6 et 15 mois après greffe avec

le test de Friedman. Si ce dernier était significatif, un post-test de Dunn a comparé

les paires de groupes.

Les tests statistiques ont été réalisés en utilisant le logiciel GraphPad Prism Version

5  (GraphPad  Software  Inc.,  États-Unis).  Une  p-value  inférieure  à  0,05  a  été

considérée comme significative.
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3.2.8 Utilisation d’un test de viscoélasticité (thromboélastomètre ROTEM) en

chirurgie cardiaque et plus précisément pédiatrique pour déterminer la

dose  minimale  d’acide  tranexamique  nécessaire  pour  inhiber  la

fibrinolyse

Cette étude a été approuvée par le Comité d’étude de l’HUDERF (CEH n°09/13). Un

consentement  éclairé  a  été  obtenu  soit  directement  des  adultes  inclus  soit  des

parents s’il s’agissait d’enfants.

La première étape de l’étude a consisté à créer un modèle in vitro d’hyperfibrinolyse

induite par t-PA. Brièvement des concentrations croissantes de t-PA (0, 102, 255,

512, 1024, 1535, 2539 U/mL ; 1 U/mL correspondant à environ 2 ng/mL) ont été

ajoutées au sang total citraté de 20 enfants avant et après circulation extracorporelle,

lorsque les patients étaient sous TXA. Un test Extem sur ROTEM a été réalisé.
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Figure 21 : Évolution des paramètres du test viscoélastique suite à l’ajout de t-PA

Le  graphe  reprend  les  médianes  et  ranges  interquartiles  pour  la  lyse  après  30

minutes, l’amplitude après 30 minutes et la fermeté du caillot.

Suite à l’ajout  de doses croissantes de t-PA, l’amplitude après 30 minutes (A30)

diminue,  ainsi  que la  fermeté maximale du caillot.  La lyse après  30 minutes  est

maximale dès l’ajout de 500 U t-PA/mL, entrainant une situation d’hyperfibrinolyse.

Après  addition  de  concentration  croissante  de  t-PA,  l’amplitude  du  caillot  et  la

fermeté  du  caillot  diminuent.  La  lyse  maximale  est  déjà  observée  avec  une

concentration de 500 U t-PA/mL. À des doses plus élevées (1535 U t-PA/mL), on

observe que le MCF est minimal et constante avec les différents échantillons testés.

Les résultats de cette première partie ont été publiés157.

La deuxième étape, qui sera détaillée ici, a consisté à ajouter des doses croissantes

de TXA (0 ; 2,5 ; 5 ; 7,5 ; 10 ; 12,5 ; 15 ; 17,5 ; 20 ; 50 ; 100 µg/mL) et d’une haute

concentration en t-PA (1535 U/mL) au sang total citraté.

La concentration élevée de 1535 U t-PA/mL a été retenue à la première étape car

elle permet de mimer une situation d’hyperfibrinolyse maximale chez les adultes et

les enfants.

Des concentrations différentes de solutions de t-PA et de TXA (en solution saline)

ont été utilisées afin d’ajouter un volume faible au sang total et de limiter, à maximum

5%, l’hémodilution du sang total par les réactifs.

3.2.8.1 Adultes sains

Dix  adultes  sains  (5  femmes  et  5  hommes)  ont  été  inclus  dans  l’étude.  Ils  ne

présentaient pas de pathologie de la coagulation, ne prenaient pas de médicament

interférant avec la fonction plaquettaire ou avec la coagulation.

3.2.8.2 Enfants avec pathologie cardiaque congénitale

Vingt  enfants,  âgés  de  1  à  10  ans,  admis  à  l’HUDERF  pour  un  cathétérisme

cardiaque diagnostique ou interventionnel dans le cadre de leur pathologie cardiaque

congénitale (10 pathologies cyanogènes et 10 pathologies non cyanogènes) ont été

inclus dans l’étude.
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Les critères d’exclusion étaient :

 Les patients moribonds dont la survie est improbable sans intervention ou

ASA 5,  qualifiés ainsi  suivant  le  score de statut  physique préopératoire

ASA édité par la société américaine d’anesthésie158.

 Les témoins de Jéhovah.

 La présence d’une coagulopathie préopératoire définie comme un taux de

plaquettes inférieur à 150000 par µL, PT inférieur à 70% ou INR supérieur

à 1,31, aPTT supérieur à 33 secondes (norme du couple automate/réactif

utilisé au moment de l’étude) ou un fibrinogène inférieur à 150 mg/dL.

3.2.8.3 Test viscoélastique : le ROTEM

Le sang total citraté a été analysé dans les conditions suivantes :

 Sans ajout ni de t-PA ni de TXA.

 Après ajout de 1535 U/mL de t-PA et de concentrations croissantes de

TXA (0 ; 2,5 ; 5 ; 7,5 ; 10 ; 12,5 ; 15 ; 17,5 ; 20 ; 50 ; 100 mg/mL).

La voie extrinsèque est activée par l’ajout de facteur tissulaire en utilisant le réactif

ex-tem  sur  le  thromboélastomètre  ROTEM  (Tem  Innovations  GmBH,  Munich,

Allemagne).

Les  paramètres  suivant  ont  été  analysés :  l’amplitude  du  caillot  formé  après  30

minutes  (A30)  et  l’index  de  lyse  après  30  minutes  (LI30)  et  correspondant  au

pourcentage  de  stabilité  restante  du  caillot  par  rapport  à  la  valeur  de  fermeté

maximale du caillot (MCF) 30 minutes après la détection du temps de coagulation

(CT).

3.2.8.4 Analyses statistiques

Les données démographiques continues sont rapportées en médiane et intervalle

interquartile. Des tests non paramétriques ont été utilisés suite à la faible cohorte

analysée. Le test de Mann-Whitney a été utilisé pour comparer les paramètres des

enfants  et  des  adultes.  Les  données  discrètes  ont  été  exprimées  en  nombre  et

pourcentage.  Une  analyse  de  variance  à  deux  voies  (ANOVA)  pour  mesures
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répétées a été utilisée pour comparer les différentes conditions expérimentales et la

différence  entre  adultes,  enfants  avec  pathologies  cardiaques.  Des  séquences

concentration-effet  ont  été  utilisées  pour  déterminer  la  concentration  de  TXA

conduisant à l’inhibition de l’hyperfibrinolyse induite par le t-PA. Après transformation

logarithmique et normalisation, le LI30 a été modélisé en fonction de la concentration

de TXA en utilisant une régression non linéaire. La probabilité d’efficacité de 50%

(ED50) et les intervalles de confiance (IC) à 95% ont été obtenus, tandis que l’ED95

et son IC à 95% ont été calculés à partir de l’ED50. Ces paramètres ont été utilisés

pour  calculer  la  concentration  de  TXA  requise  pour  atteindre  le  retour  des

paramètres  ROTEM à la  ligne de base dans respectivement  50% et  95% de la

population  étudiée.  Les  tests  statistiques  ont  été  réalisés  en  utilisant  le  logiciel

GraphPad  Prism  Version  5  (GraphPad  Software  Inc.,  États-Unis).  Une  p-value

inférieure à 0,05 a été considérée comme significative.
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4 Résultats et discussion

4.1 Évaluation  du  potentiel  hémostatique  chez  les  enfants  atteints  de

leucémie  aiguë  lymphoblastique  (LAL)  pendant  le  traitement  par

Asparaginase

4.1.1 Données démographiques et cliniques

Après exclusion de 3 patients pour thrombophilie au diagnostic, 56 enfants avec une

LAL B, âgés de 1 à 14 ans ont été inclus. 36 ont été traités par Asp native et 20 par

PEG Asp. Les données démographiques sont reprises au Tableau 4.

Aucune différence statistique n’a été observée tant pour l’âge que pour le sexe entre

la  population  normale  et  les  patients.  Les  globules  blancs,  l’infection  prouvée  à

l’induction, l’incidence de thrombose et la classification de la LAL étaient similaires

dans les deux groupes de patients.

Malgré un pourcentage de patients recevant de la DXM en induction plus élevé (20%

versus 8,3%) dans la cohorte PEG et un pourcentage de patients dans le groupe

VHR  plus  élevé  dans  la  cohorte  PEG  (5,6%  versus  0%),  aucune  différence

significative n’a été identifiée entre les deux groupes.

Tous les patients étaient en rémission cytologique à la fin de l’induction. De plus, la

maladie résiduelle était inférieure à 10-3 chez 31/36 patients (86%) dans le groupe

Asp native et 20/20 (100%) dans le groupe PEG Asp (p = 0,1438).

Quatre  patients  ont  développé  une  réaction  allergique  et  ont  dû  être  traités  par

Erwiniase (3 sous Asp native et 1 sous PEG Asp initialement).

Trois patients ont souffert de thrombose symptomatique (deux sous Asp native, un

sous  PEG  Asp),  ce  qui  correspond  à  un  taux  de  thrombose  de  5,6  et  5,0%

respectivement. Deux patients de 2 et 3 ans, ont développé une thrombose de la

veine sous-clavière en même temps qu’une infection de cathéter veineux central,

respectivement au jour 22 de l’induction et après la fin de l’induction (13 jours après

la  dernière  dose  d’Asp).  Un  de  ces  deux  patients  a  également  développé

ultérieurement une thrombose au niveau du sinus longitudinal supérieur, lors de la

phase  d’intensification  tardive.  Le  troisième  patient  sous  PEG Asp  a  également

76



présenté une thrombose du sinus longitudinal supérieur lors de la phase d’induction,

après la deuxième injection de PEG Asp.

Tableau  4 : Données démographiques des contrôles normaux et des patients sous

Asp native ou PEG Asp

Contrôles
normaux

Asparaginase
native

PEG
asparaginase

p-value

Nombre d’enfants 23 36 20 -

Âge médian, en
années (étendue des

mesures)

5 (2-14) 3,7 (1-14) 3 (1,5-13) p =
0,0704#

Garçon / fille 11/12 20/16 14/6 p =
0,3331##

Groupes de
traitement

VLR :2
AR1 :29
AR2B :3
VHR :2

VLR :2
AR1 :14
AR2B :4
VHR :0

Patients avec
thrombose

2 (5,6%)
VLR :1 et

AR1:1

1 (5%)
AR1 :1

p = 1
NS**

Patients avec
infection

documentée au
diagnostic

4 1 p =
0,6449**

Patient ayant dû
passer à l’Erwiniase

3 1 p = 1
NS**

Passage pendant
l’induction

2 0 p =
0,5325
NS**

AR2B (%) 3 (8,3%) 4 (20%) p =
0,2336**

Leucocytose au
diagnostic, en 109

cellules/L (étendue
des mesures)

11,60 (0,86-
89,31)

12,20 (0,94-
92,36)

p =
0,8877*

Maladie minimale
résiduelle à la fin de

l’induction > 10-3

5 0 p =
0,1438**

# ANOVA : pour comparaison entre les contrôles normaux et les deux cohortes de
patients.
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## Chi-square : pour comparaison entre les contrôles normaux et les deux cohortes
de patients.
* Test de Mann-Whitney : pour la comparaison entre les deux cohortes de patients.
** Test exact de Fischer.

4.1.2 Génération de thrombine sous Asp

La Figure 22 montre la comparaison du profil de TGT sous Asp aux différents temps

étudiés. Les valeurs de l’ETP des patients sont plus élevés que les l’ETP des NC, au

diagnostic et pendant toute l’induction. Pendant la période sans CS et sans Asp, les

médianes pour  l’ETP ont  des taux comparables aux NC. Pendant  l’intensification

tardive, l’ETP ré-augmente à nouveau. Cette observation est similaire en présence et

en l’absence de TM. Lors des moments avec uniquement des CS et pas encore

d’Asp, en A1 et A9, les médianes d’ETP sont pratiquement comprises dans le range

des NC ou très légèrement augmentées. Les valeurs pour le Pic suivent la même

tendance mais de manière moins marquée.

ETP et pic sont significativement plus bas (p < 0,001) chez les patients sous PEG

que sous native Asp. Le post-test de Bonferroni met en évidence des différences

significatives (p < 0,01) pour : ETP avec TM aux temps A1 et A11, pour le pic sans

TM aux temps A1 et A12 et pour le pic avec TM aux points A1, A9, A11 et A12.

Comme l’âge,  le sexe,  le  type de CS administré  affectent  le profil  hémostatique,

d’autres analyses ont été faites. L’ETP n’était pas significativement différent entre les

patients de plus et de moins de 5 ans (p = 0,8550), ni entre les patients recevant de

la DXM ou de la PDN en induction (0,8023) et entre les filles et les garçons (p =

0,0577).

Le RETP était significativement plus bas chez les patients par rapport aux NC (p <

0,001) (médiane de 39%, 15% et 21% pour NC, native et PEG). La population de NC

présentait une diminution de l’ETP en présence de TM inférieure à 50%.

Les patients ayant souffert d’un événement thrombotique pendant le traitement par

Asp native montraient un ETP et un pic plus élevés que les autres patients. Leurs

ETP et  pic  avec et  sans TM étaient  au-dessus des médianes des patients sans

thrombose.
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Cependant pour le patient sous PEG et ayant thrombosé, l’ETP et le pic n’étaient pas

augmentés par rapport aux NC ou à la cohorte PEG. Le pic en présence de TM

restait même dans le range du percentile 2,5 au percentile 97,5 des NC.
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Figure 22 : Paramètres de génération de thrombine sous Asp native et Peg Asp
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ETP et Pic, sans thrombomoduline (TM-) et avec (TM+) aux différents temps pour la
cohorte sous Asp native (rouge) et PEG Asp (bleu).
Les barres d’erreur représentent la médiane et l’intervalle des mesures des patients.
Losanges oranges : valeurs d’un patient avec thrombose sous-clavière au jour 22 de
l’induction d’Asp native.
Losanges mauves : valeurs d’un patient ayant développé une thrombose de la veine
jugulaire  au  jour  50  lors  de  l’induction  et  une  thrombose  cérébrale  lors  de
l’intensification tardive d’Asp native.
Triangle  noirs :  valeurs  d’un  patient  ayant  développé  une  thrombose  du  sinus
longitudinal supérieur sous PEG Asp.
Astérisque * représente les temps où le test  de Bonferroni  met en évidence une
différence significative (p < 0,01) entre les deux cohortes.

4.1.3 Paramètres individuels hémostatiques

La Figure 23 reprend l’évolution des taux plasmatiques d’antithrombine, de protéine

S, de protéine C et de fibrinogène. Ils sont similaires et suivent les mêmes tendances

sous Asp native et PEG Asp. Ils diminuent tous pendant l’induction. Pratiquement

toutes les valeurs pour la protéine S et la protéine C restent au-dessus des valeurs

seuils. L’antithrombine quant à elle descend en-dessous du seuil normal avec le taux

le  plus  bas  observé  à  la  fin  de  l’induction.  Au  diagnostic,  le  fibrinogène  est

significativement  plus  élevé  dans  le  groupe  Asp  native.  La  valeur  médiane  du

fibrinogène est en-dessous du seuil entre les jours 15 et 29 de l’induction.

En période libre de tout  CS ou Asp ,  en F1 et  F2,  les valeurs d’AT,  PS, PC et

fibrinogène augmentent et sont comprises dans les valeurs normales. En A9, à un

moment où le patient est sous DXM mais n’a pas encore reçu d’Asp, les valeurs

d’AT, PS et PC se maintiennent élevées.

Les résultats d’antithrombine sont plus bas sous PEG que sous native Asp pendant

l’Induction.  On  observe  globalement  une  différence  significative  entre  les  deux

cohortes (p < 0,001) sans différence significative mise en évidence par le post-test

de Bonferroni).

Les protéine S, protéine C et fibrinogène ne montrent pas de différence significative

entre les deux cohortes.
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Figure 23 : Comparaison des paramètres individuels d’hémostase entre les cohortes

sous native et Peg Asp

Taux  d’antithrombine,  de  protéine  C,  de  protéine  S  et  fibrinogène  aux  différents
temps pour la cohorte sous Asp native (rouge) et PEG Asp (bleu).
Les barres d’erreur représentent la médiane et l’étendue des mesures des patients.
Losanges oranges : valeurs d’un patient avec thrombose sous-clavière au jour 22 de
l’induction d’Asp native.
Losanges mauves : valeurs d’un patient ayant développé une thrombose de la veine
jugulaire  au  jour  50  lors  de  l’induction  et  une  thrombose  cérébrale  lors  de
l’intensification tardive d’Asp native.
Triangles  noirs :  valeurs  d’un  patient  ayant  développé  une  thrombose  du  sinus
longitudinal supérieur de PEG Asp.

4.1.4 Discussion

Le taux de thrombose symptomatique (5%) observée dans cette étude est similaire à

celle  retrouvée  dans  la  littérature107,110,159.  Cependant  des  taux  plus  élevés  sont

observés  dans  certaines  séries,  selon  le  critère  diagnostique  utilisé  (ex.

symptomatique versus asymptomatique) ou les méthodes radiologiques utilisées160.

Les  événements  thrombotiques  (ET)  rencontrés  ici  étaient  localisés  soit  dans  le

système veineux supérieur, concomitamment à une infection de voie centrale, soit

dans  le  système  nerveux  cérébral.  Ces  localisations  sont  aussi  fréquemment

rapportées dans la littérature107. L’association entre thrombose veineuse supérieure

et présence d’une voie centrale est aussi fréquente109. Les adolescents avec LAL,

par  rapport  aux  enfants  plus  jeunes,  sont  considérés  comme  à  haut  risque

d’événement  thrombo-embolique107,161,162,163.  Cependant  dans  la  cohorte  étudiée,

aucune thrombose n’a été observée chez les trois patients âgés de plus de 10 ans.

Les adolescents étaient peu représentés ici et aucune conclusion ne peut donc être

déduite sur l’incidence de thrombose et l’âge. Zwicker et al. ont émis récemment des

recommandations sur la prévention et la prise en charge des ET sous asparaginase

chez l’adulte164. Celles-ci sont plus interventionnelles que chez l’enfant suite au taux

plus  élevé  de  thrombose  rapporté  chez  l’adulte  (infusion  d’antithrombine  et

thromboprophylaxie par héparine de bas poids moléculaire).

Toujours  en  concordance  avec  la  littérature,  les  événements  thrombotiques

rencontrés sont apparus principalement pendant l’induction107,  indiquant l’influence

de la maladie et de la chimiothérapie sur l’apparition de thrombose165,166. La durée

d’administration  des  CS  et  d’ASP  est  plus  longue  durant  l’induction  que  durant
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l’intensification tardive. Ces deux molécules modulent la coagulation et augmentent

le  risque  thrombotique,  principalement  en  diminuant  les  anticoagulants

physiologiques (protéine S, protéine C et antithrombine)167,168. Néanmoins l’interaction

entre  Asp  et  CS sur  la  balance  hémostatique  dépend  du  programme spécifique

d’administration169,  et diffère entre les différents protocoles thérapeutiques de LAL

utilisés. Les CS augmentent le FVII, le FVIII, et le FXI chez les sujets sains170, alors

que  durant  l’inflammation  le  fibrinogène,  PAI-1  et  FvW  sont  augmentés.  Cette

modification du FvW et du PAI-1 entraine une activation de la coagulation et une

inhibition de la fibrinolyse171,172,173.

Des résultats discordants concernant l’influence de l’antithrombine, la protéine S et la

protéine  C  sur  le  profil  prothrombotique  de  patients  en  induction  de  LAL  sont

rapportés.

Une étude portant sur 23 enfants montre un profil  de TGT plus élevé mais sans

différence  significative  pour  l’ETP  et  le  pic  avec  le  groupe  contrôle166.  Ce  profil

prothrombotique n’était pas affecté par l’hypofibrinogénémie et/ou par la déficience

en antithrombine.

Yamashita et al. ont montré qu’avec l’addition de 5 pM de facteur tissulaire, l’ETP

était significativement augmenté après traitement par Asp, en comparaison avec la

situation  avant  traitement ;  cette  augmentation  d’ETP  était  corrélée  avec  la

diminution de l’antithrombine et la protéine C174,175.  Le profil  prothrombotique était

diminué après  supplémentation  d’antithrombine,  cependant  certains  patients  avec

hypofibrinogénémie concomitante ont développé une tendance hémorragique après

supplémentation en antithrombine.

De plus, la CRP est corrélée avec l’ETP, suggérant une contribution de l’infection au

profil  prothrombotique  ce  qui  est  en  accord  avec  le  risque  d’ET  augmenté  en

induction et consolidation en présence d’infection.

Un autre facteur impliqué dans le profil prothrombotique est la perturbation de la voie

de la protéine C et protéine S comme démontrée par la sensibilité réduite à la TM

(RETP diminuée), confirmant les données de Staddon et al. dans une cohorte de 12

patients  sous  PEG  Asp176.  Un  mécanisme  évoqué  à  ce  RETP  abaissé  et  à  la

résistance  à  la  protéine  C  serait  la  présence  de  taux  élevés  de  FVIII  durant
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l’induction177.  Au  diagnostic,  les  D-dimères,  le  FVIII,  le  FvW,  la  protéine  C,

l’antithrombine,  et  le  TAFI  sont  élevés.  Pendant  l’induction,  le  fibrinogène,  les

inhibiteurs et le plasminogène diminuent mais les FVIII, D-dimères et TAFI restent

élevés. Ces taux élevés de FVIII contribuent à l’état hypercoagulable178 et entrainent

une résistance acquise à la protéine C, compatible avec le RETP bas observé.

De  plus,  la  fibrinolyse  étant  altérée  (TAFI  augmenté)  et  les  D-dimères  élevés

pendant l’induction, cela contribue aussi au profil prothrombotique177.

De manière étonnante, nous avons mis en évidence un profil de TGT plus bas sous

PEG  Asp  que  sous  Asp  native.  Cette  différence  n’a  pu  être  expliquée  par  une

différence significative d’âge, de sexe ou de CS entre les deux cohortes. La cohorte

PEG contenait une proportion plus élevée (mais non significative) de patients traités

dans le bras AR2B et donc recevant de la DXM à la place de PDN en induction. Les

patients sous DXM en induction ont un profil  moins prothrombotique, avec moins

d’ET179,180. Les glucocorticoïdes agissent sur l’intégrité des membranes cellulaires ; ils

inhibent la libération de l’acide arachidonique des phospholipides et diminuent ainsi

la production de prostaglandines et de thromboxane. Néanmoins une large méta-

analyse  n’a  pas  mis  en  évidence  de  différence  entre  la  PDN  et  la  DXM  dans

l’incidence d’ET pendant l’induction107 ;  le profil  prothrombotique plus bas ne peut

être expliqué par une proportion plus élevée de patients recevant la DXM. De plus,

en intensification tardive, tous les patients reçoivent de la DXM et la cohorte PEG

montre toujours un profil prothrombotique moins marqué.

Le calendrier d’administration de l’Asp et des CS influence la coagulation de manière

contrastée. L’Asp native a un temps de demi-vie court et est administrée à doses

plus élevées et plus fréquentes et pour une période plus longue en combinaison

avec la DXM ; cela entraine un effet cumulatif avec une correction plus lente des

protéines abaissées169. Cela ne peut expliquer le profil prothrombotique plus faible

sous PEG. La formulation PEG Asp a été développée pour réduire le risque d’allergie

et d’inactivation silencieuse, elle permet d’obtenir une activité asparaginase et une

déplétion en asparagine prolongée et prévisible181. En comparaison à la forme native,

une dose unique permet d’obtenir une activité thérapeutique de l’enzyme pendant 2

semaines182. Cette optimisation de l’activité asparaginase avec la forme pégylée ne

peut expliquer le profil prothrombotique moins marqué car l’antithrombine sous PEG
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est  significativement plus basse.  Une explication avancée serait  un meilleur  effet

anti-leucémique  sous  PEG,  avec  une  diminution  plus  rapide  des  blastes  et  des

microparticules libérés pendant l’induction, l’état procoagulant au diagnostic pouvant

être expliqué par une exposition aux phosphatidylsérines183. Dong et al. ont mis en

évidence que la chimiothérapie induisait un état procoagulant suite à l’exposition de

phosphatidylsérine  sur  les  lymphoblastes  au  diagnostic  et  qui  augmentait  après

traitement par Daunorubicine ou Asp184. Fait intéressant, au diagnostic, nous avons

observé une augmentation du fibrinogène, de l’ETP TM+, du pic TM- et du pic TM+

dans le  groupe  Asp native.  Même s’ils  ne  sont  pas statistiquement  différents,  2

patients VHR appartenaient  à la cohorte native et  aucun à la  cohorte PEG.  Ces

patients avaient une réponse médiocre à la PDN. Le profil TGT plus élevé dans le

groupe  natif  au  temps  A1  correspondant  à  l’échantillon  prélevé  juste  avant  la

première administration d’Asp pourrait refléter une activité plus élevée de la maladie

comme suggéré par un taux de leucocytes plus élevé. Néanmoins, celui-ci n’était pas

significativement différent entre les deux cohortes, au diagnostic et à des moments

ultérieurs, et il ne peut expliquer le profil du TGT différent observé pendant l’induction

et en réinduction avec des ETP TM+ et pic TM- significativement plus élevés (cf.

temps A11 et A12).

Bien que le pourcentage de patients avec une maladie résiduelle supérieure à 10 -3 à

la fin de l’induction soit plus faible dans la cohorte PEG (0% contre 14%), il n’était

pas statistiquement différent par rapport à la cohorte native. L’hypothèse d’un lien

entre  une  meilleure  clairance  des  blastes  et  un  profil  prothrombotique  moins

prononcé sous PEG reste à étudier.

L’exploration du profil de coagulation, par un test global, des enfants LAL sous PEG

et native Asp est peu rapportée. Les études publiées comparent l’Asp native avec

l’Erwiniase mais en explorant seulement des paramètres de coagulation individuels.

Ils ont montré un risque plus élevé d’ET avec l’Asp native avec des marqueurs de

coagulation  individuels  accrus  et  une  diminution  du  plasminogène  et  de  l’α2-

antiplasmine185.

Notre étude a fourni des données sur trois questions importantes qui n’avaient pas

été abordées chez les patients LAL. Tout d’abord, elle a montré la différence entre

l’Asp  native  et  sa  forme pégylée  sur  le  profil  prothrombotique.  Elle  a  permis  de
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caractériser la TGT pendant une période libre de tout Asp ou de tout stéroïdes. Enfin,

suite à l’ajout de TM, le TGT a été sensibilisé à la voie de la protéine C et de la

protéine S et a permis de montrer sa défaillance.

Le TGT est donc un outil prometteur pour l’évaluation de l’état hypercoagulable chez

les enfants atteints de LAL traités par Asp en combinaison avec les CS. Elle met en

évidence un potentiel accru de génération de thrombine sous Asp (native et PEG),

déjà  tôt  au  diagnostic,  persistant  pendant  l’induction  et  réapparaissant  pendant

l’intensification  tardive.  Cette  observation  est  cohérente  avec  la  forte  incidence

d’événements thrombotiques précédemment décrite pendant l’induction et jusqu’à 14

jours après la dernière perfusion d’Asp.

Les CS et  l’ASP, et  plus globalement la  polychimiothérapie administrée dans les

traitements  de  LAL,  a  aussi  un  impact  sur  l’intégrité  de  l’endothélium  et  sur  la

fonction  plaquettaire.  Giordano  et  al.  ont  bien  mis  en  évidence  une  dysfonction

endothéliale  avec augmentation  du  PAI-1,  de  la  P-sélectine  soluble  ainsi  qu’une

potentielle  augmentation  de  l’activité  plaquettaire  suite  à,  l’augmentation  de  la

libération de FVW de haut poids moléculaire114. Ces deux versants n’ont pas pu être

explorés dans notre étude.Les profils de TGT prothrombotiques observés chez les

patients sous Asp native qui ont connu des événements thrombotiques suggèrent

que  ce  test  pourrait  être  utile  pour  identifier  les  patients  présentant  un  risque

thrombotique  accru.  Le  profil  prothrombotique  plus  bas  observé  sous  PEG  Asp

pendant l’induction, est peut-être la conséquence de l’optimisation de l’activité Asp

conduisant à une meilleure activité anti-leucémique, et reste à élucider. Dans l’étude

de  phase  3  de  l’Asp  pégylée  et  la  comparant  à  l’Asp  native,  aucune  différence

significative n’avait été mise en évidence en termes d’événement thrombotique ou

hémorragique186. Cependant, et ce malgré les controverses de ces derniers mois sur

l’impact de la pégylation sur le risque thrombotique, une étude récente portant sur la

notification en termes de pharmacovigilance de six médicaments dont l’Asp, entre

leur forme classique et pégylée, a même montré une atténuation des notifications

pour événements thrombotiques avec les formes pégylées187.
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4.1.5 Conclusion intermédiaire

Ce premier travail  a permis d’illustrer l’utilité d’un test global en coagulation pour

caractériser l’hémostase d’une population de patients en traitement pour leucémie

aiguë  lymphoblastique  et  soumis  à  de  nombreuses  modifications  des  différentes

protéines de la coagulation. Le profil hémostatique mis en évidence correspond bien

au profil clinique prothrombotique retrouvé chez ces patients.
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4.2 Exploration de la balance hémostatique grâce au TGT suite à la greffe de

moelle chez les patients drépanocytaires

4.2.1 Données démographiques

17 enfants  (5  filles  et  12  garçons)  ont  été  enrôlés  dans cette  étude,  16  étaient

homozygotes  HbSS et  un était  hétérozygote  composé HbSB+.  Tous les  patients

étaient  sous  hydroxyurée.  Trois  patients  étaient  en  programme  de  transfusion

chronique  avant  HSCT,  soit  pour  maladie  cérébro-vasculaire  soit  pour  syndrome

thoracique  aigu  récurrent  malgré  traitement  à  l’hydroxyurée.  L’âge  médian  au

moment de la greffe était de 9,6 ans (range 3,6 – 16,5 ans). Le donneur était un frère

ou  une  sœur  (11  étaient  porteurs  de  l’hémoglobine  S  HbAS,  5  homozygotes

normaux AA et 1 porteur hétérozygote de l’hémoglobine C HbAC). La source de

cellules souches étaient  le  sang de cordon (n = 1),  de la moelle  (n = 11) ou la

combinaison moelle et sang de cordon (n = 5). Le  Tableau 5 reprend les données

démographiques.

Tous les patients ont reçu un conditionnement myélo-ablatif. La maladie du greffon

contre l’hôte (GVHD) a été prévenue par de la cyclosporine et du méthotrexate ou de

la cyclosporine et du mycophénolate dans le cas de greffe par sang de cordon.

4.2.2 Données cliniques

Tous les patients ont été greffés avec succès. Aucune GVHD aiguë n’a été déplorée.

Un patient  a développé une GVHD chronique extensive qui  a été bien contrôlée

après traitement par CS et photophérèse extracorporelle. Après un suivi médian de 3

ans, tous les patients étaient en vie avec un chimérisme complet du donneur.

Le Tableau 5 reprend les données cliniques.
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Tableau 5 : Données démographiques, cliniques et biologiques des 17 patients

Génotype patient 11 HbSS, 1 HbSB+

Sexe 5 filles, 12 garçons

Age au moment de la greffe (années) 9,6 (3,6-16,5)

Génotype du donneur 11 HbAS, 5 HbAA, 1 HbAC

Sexe du donneur 7 filles, 10 garçons

Complocations

lors de la greffe

Insuffisance rénale aiguë 1, résolue 3 mois après la greffe (suite à des toxicités médicamenteuses)

Cystite hémorragique 1, avec cystite hémorragique modérée résolue moins d’1 mois après la greffe

Maladie veino-occlusive 0

GVHD aiguë 0

GVHD chronique
1, patient pour lequel il n’y avait plus de traitement immuno-suppresseur 12 mois

après la greffe

Avant greffe
6 mois après

greffe

15 mois après

greffe

Test de

Friedmann

Post-test de Dunn

Avant versus 6

mois après

greffe

Avant versus 15

mois après

greffe

6 mois versus

15 mois après

greffe

Hb (g/dL) 8,3 (7,2-11,4) 11,7 (10,5-14,5) 12,4 (10,9-13,5) p < 0,0001 ** *** NS

HbS (%) 70 (26-88) 32 (0-40) 34 (0-42) p = 0,0001 *** * NS

LDH 466 (256-823) 243 (185-488) 235 (177-317) p < 0,0001 ** *** NS

Les  données  sont  exprimées  en  médiane  et  range.  GVHD :  maladie  du  greffon
contre l’hôte.
Hb : hémoglobine, HbS : hémoglobine S, LDH : lactate déshydrogénase.
NS : non significatif (p > 0,05), * : p < 0,05, ** : p < 0,01, *** : p < 0,001.

4.2.3 Paramètres de TGT

En présence ou absence de TM, l’ETP, le pic et la vélocité étaient significativement

plus élevés ;  le  temps de latence et  time-to-pic  étaient  plus courts  tandis que le

RETP était diminué chez les enfants SCD avant HSCT par rapport aux NC.

La situation en présence de TM est illustrée à la Figure 24.
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Figure 24 : Comparaison des paramètres de TGT en présence de TM.
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Médiane et étendue des mesures entre les NC et les patients SCD avant greffe.
ETP TM+ : potentiel de thrombine endogène suite à l’ajout de thrombomoduline.
RETP : réduction de l’ETP avec l’ajout de thrombomoduline.
GCSH : greffe de cellules souches hématopoïétiques.
TM+ : avec ajout de thrombomoduline.
TT : temps jusqu’au pic.
NC : contrôle normal.
*** p < 0,001 par rapport aux témoins utilisant le test de Mann-Whitney.

Toutes les valeurs pour le TGT sont résumées au Tableau 6.

Tableau 6 : Paramètres de TGT pour les NC et les patients avant et après greffe

Paramètres NC
Avant

HSCT

3

mois

après

HSCT

6

mois

après

HSCT

9

mois

après

HSCT

12

mois

après

HSCT

15

mois

après

HSCT

Comparaison

NC versus

avant HSCT

Comparaison

avant versus

3 mois après

HSCT

ETP sans

TM

(nM.min)

681,5

(313 –

1355)

1010

(806,6

–

1117)

938,2

(795,3

–

1318)

1021

(803,3

–

1329)

1050

(878,3

–

1261)

925,7

(743,9

–

1298)

992,0

(844,8

–

1263)

p < 0,0001 NS

ETP avec

TM

(nM.min)

426

(157 –

905)

956,1

(753 –

1139)

780,0

(564,7

–

1268)

899,5

(616,4

–

1224)

888,0

(520 –

1103)

768,9

(388,5

–

1189)

870,8

(493 –

1239)

p < 0,0001 NS

Réduction

de l’ETP

(%)

61 (34

– 96)

1,4 (-

8,4 –

11,2)

12,5

(2,2 –

35,1)

16,2

(3 –

23,3)

21,8

(-1,1

–

40,8)

15,4

(-1,8

–

47,8)

18,3

(1,8 –

41,6)

p < 0,0001 p = 0,0195

Pic sans

TM (nM)

81,5

(23-

173,2)

183,1

(134,7

–

219,3)

136,1

(78,1

–

215,4)

134,9

(64,6

–

208,8)

142,1

(91,2

–

190,1)

129,9

(53,2

–

236,2)

132,9

(106,2

–

192,2)

p < 0,0001 p = 0,0371

Pic avec

TM (nM)

84

(24,7

– 168)

187,0

(145,9

– 234)

139,6

(78,5

–

225,6)

142,5

(75,3

–

201,9)

151,2

(73,5

–

200,8)

130,0

(47,8

–

243,4)

149,3

(76 –

211,7)

p < 0,0001 p = 0,0371

Vélocité

sans TM

21

(3,8 –

42,7)

62,5

(29 –

78)

31,5

(12 –

52,7)

29

(7,9 –

56,9)

29,8

(18,3

–

67,1)

26,2

(7 –

74,8)

29,8

(20,5

–

66,2)

p < 0,0001 p = 0,0098

Vélocité

avec TM

28,9

(6,2 –

62,9

(36,5

34,4

(15,9

35

(12,2

37,8

(17 –

30,8

(9,6 –

35,6

(18,9

p < 0,0001 p = 0,0195
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68,7) – 89)
–

64,9)

–

58,8)
75,1) 86,4)

–

63,5)

Time to

peak sans

TM

9,8

(7,6 –

13)

6,7 (5

– 8,3)

8,1

(6,7 –

11,5)

8,5

(6,4 –

12,3)

8,4

(5,4 –

9,7)

8,7

(7,5 –

11,7)

8,3

(6,4 –

11)

p < 0,0001 p = 0,0137

Time to

peak avec

TM

9,2 (7

–

12,7)

6,6

(5,3 –

8)

7,7

(6,3 –

9,5)

8,2

(6,3 –

10,3)

7,6

(5,3 –

9,5)

7,7 (7

–

10,4)

7,5

(6,3 –

9,7)

p < 0,0001 p= 0,0093

Temps de

latence

sans TM

(min)

5,3

(3,9 –

8,3)

3,5

(2,6 –

4,0)

3,6

(3,1 –

4,8)

4,0

(3,1 –

4,7)

3,5

(2,6 –

4,5)

4,0

(3,3 –

6,0)

3,7

(2,9 –

6,2)

p < 0,0001 p = 0,0578

Temps de

latence

avec TM

(min)

6 (4,1

– 9)

3,3

(2,6 –

4,0)

3,7

(3,3 –

4,7)

4,0

(3,1 –

4,5)

3,5

(2,6 –

5)

3,9 (3

– 6)

3,7

(2,9 –

5,8)

p < 0,0001 p = 0,0195

Les données sont  exprimées en médiane et étendue de mesure.  ETP : potentiel
endogène de thrombine, TM : thrombomoduline, HSCT : greffe de cellules souches
hématopoïétique.

À 3 mois après greffe, le pic et la vélocité diminuent significativement tandis que le

temps  de  latence  et  le  temps  d’arrivée  au  pic  augmentent  significativement  par

rapport à la situation pré-greffe, indépendamment de la présence ou de l’absence de

TM. Le pic médian, la vélocité et  le temps d’arrivée au pic sont retournés à des

valeurs du range normal (voir la Figure 25 pour les résultats avec TM). Le temps de

latence et le RETP ont augmenté de manière significative à 3 mois post-HSCT par

rapport  à la situation pré-HSCT. Cependant,  leurs valeurs médianes ne sont pas

revenues dans les intervalles allant du percentile 2,5 au percentile 97,5 des NC, ce

qui indique une récupération partielle (Tableau 6).
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Figure  25 :  Modification des paramètres  de TGT (médiane et  intervalle)  avant  et

après HSCT, en présence de TM
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L’intervalle  p2,5  –  p97,5  des  NC  est  colorée  en  vert.  ETP  TM+ :  potentiel  de

thrombine endogène suite à l’ajout de thrombomoduline ; RETP : réduction de l’ETP

avec  ajout  de  thrombomoduline ;  GCSH :  greffe  de  cellules  souches

hématopoïétiques ; TM+ : avec ajout de thrombomoduline ; NC : contrôle normal ; * :

p < 0,05 ; ** p < 0,01.

De trois mois à 15 mois après HSCT, aucun autre changement n’a été observé dans

tous les paramètres TGT. La valeur médiane de l’ETP est restée plus élevée que les

NC tandis que les valeurs médianes avaient tendance à diminuer. La valeur médiane

du RETP, effondrée en situation pré-greffe, est remontée dans les valeurs des NC en

situation post-greffe. Les valeurs médianes du temps de latence médian sont restées

inférieures  à  l’intervalle  allant  du  percentile  2,5  au  percentile  P97,5  des  NC.  En

revanche, les valeurs médianes du pic, du temps d’arrivée au pic et de la vélocité en

présence  de  TM  se  sont  stabilisées  dans  l’intervalle  allant  du  percentile  2,5  au

percentile 97,5 des NC, suggérant une récupération (Tableau 6 et Figure 25, pour les

résultats avec TM).

Sinon,  aucune différence statistique n’a été observée pour l’âge du patient ou le

statut  d’hémoglobinopathie  du donneur (données non présentées mais toutes les

valeurs de p étaient supérieures à 0,05).

4.2.4 Évolution de l’hémoglobine, de l’HbS et des LDH

Les valeurs médianes d’Hb, HbS et LDH sont résumées dans le Tableau 5 et dans la

Figure 26. Elles se modifient significativement après greffe. Comparée aux valeurs

antérieures à la greffe, à 6 mois, l’Hb passe de 8,3 g/dL (étendue de mesure de 7,2 à

11,4) à 11,7 g/dL (étendue de mesure de 10,5 à 14,5) (p < 0,01). L’HbS et les LDH

ont diminué de 70% (étendue de mesure de 26 à 88) à 32% (étendue de mesure de

0 à 40) (p < 0,001) et de 466 UI/L (étendue de mesure de 256 à 823) à 243 UI/L

(étendue de mesure de 185 à 488) (p < 0,01),  respectivement.  À 15 mois après

HSCT, les résultats sont similaires à ceux après 6 mois. Les taux d’Hb et de LDH se

sont pratiquement normalisés.
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Figure 26 : Évolution de l’hémoglobine, de l’hémoglobine S et des LDH

L’hémoglobine augmente après la greffe (à gauche). L’hémoglobine S et les LDH

diminuent après la greffe (milieu et droite). Ces modifications sont déjà observées à

6 mois après la greffe et se maintiennent après 15 mois.

La cohorte de patients comprend 3 patients en programme d’échange transfusionnel.

Les résultats d’Hb, HbS et LDH restent identiques si on retire de l’analyse ces trois

patients.
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4.2.5 Discussion

Il s’agit d’une première étude portant sur les modifications de la coagulation suite à la

HSCT.  Comme attendu,  les  patients  SCD dans cette  étude présentaient  un  état

hypercoagulable  par  rapport  aux  NC avant  HSCT.  Cet  état  hypercoagulable  est

caractérisé par un temps plus rapide pour générer de la thrombine (le temps de

latence et le temps pour atteindre le pic sont plus courts chez les SCD que les NC),

un taux de production de thrombine plus rapide (la vélocité est plus élevée chez les

SCD que les NC), une concentration et une capacité à générer de la thrombine plus

élevées (le pic et l’ETP sont plus élevés chez les SCD que les NC). La coagulation

globale  altérée  chez  les  patients  atteints  de  SCD  avant  HSCT  avait  été

précédemment mise en évidence par notre équipe dans une cohorte limitée188 et par

Gerotziafas et al.121. Plusieurs facteurs synergiques ont été suggérés pour expliquer

l’augmentation  du  potentiel  hémostatique  chez  les  patients  atteints  de

drépanocytose.  La  diminution  des niveaux de protéine C et  de protéine  S a été

rapportée chez ces patients188,189,190,191,192,193. La protéine C et la protéine S sont des

déterminants connus du TGT194 et une diminution des niveaux de ces protéines induit

une résistance à la thrombomoduline195. De plus, des taux élevés de FVIII chez ces

patients  sont  inversement  corrélés  avec  le  RETP  et  peuvent  contribuer  à  une

certaine résistance à la protéine C activée178.

Des  taux  circulants  de  microvésicules  procoagulantes  dérivées  des  cellules

sanguines et endothéliales ont également été signalés chez des patients atteints de

drépanocytose196,197,198,199.  Certaines  de  ces  microvésicules,  en  particulier  celles

libérées par les monocytes activés ou les cellules endothéliales, expriment le facteur

tissulaire,  ce  qui  peut  contribuer  à  raccourcir  le  temps  de  latence  et  le  temps

d’arrivée au pic chez ces patients197.  Les microvésicules procoagulantes exposent

également  la  phosphatidylsérine,  un  phospholipide  procoagulant  qui  fournit  la

surface  pour  l’assemblage  des  complexes  de  coagulation.  Nous  avons

précédemment  montré  que  l’augmentation  de  l’activité  procoagulante  des

microvésicules portant des phospholipides, dans le plasma des patients atteints de

SCD, contribue à l’accélération de la vitesse et à un pic élevé de TGT200.

Ces résultats ont été observés en présence et en l’absence de TM. Comme déjà

rapporté  plus  haut,  cette  protéine  endothéliale  sensibilise  le  TGT  au  système
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anticoagulant protéine C/protéine S et permet donc d’explorer plus globalement la

balance  hémostatique.  Nous  avons  observé  un  RETP  très  bas  avant  la  greffe,

compatible  avec  le  profil  prothrombotique  et  résultant  d’un  défaut  du  système

protéine C/protéine S.

De  plus,  l’altération  observée  avant  HSCT  semble  être  liée  à  un  phénotype

hémolytique :  une corrélation a été rapportée précédemment entre les marqueurs

d’hémolyse et les paramètres de TGT chez les enfants drépanocytaires200.

Les résultats montrent une tendance nette à la résolution de l’état hypercoagulable

chez les patients SCD greffés avec succès et cela dès 3 mois après la greffe et de

manière soutenue jusqu’au suivi réalisé à 15 mois post-greffe. Le remplacement des

drépanocytes  par  des  GR  normaux  diminue  les  microvésicules  circulantes

responsables  de  la  phase  de  propagation  du  TGT chez  les  patients  SCD200.  La

correction  de  l’anémie  et  la  diminution  de  l’HbS  et  des  LDH  témoignent  de  la

guérison clinique des patients.

Certains paramètres (le temps de latence, l’ETP et le RETP) s’améliorent mais ne

retournent pas dans les intervalles normaux. L’amélioration du RETP est compatible

avec une récupération partielle du système anticoagulant protéine C/protéine S201.

Cette  correction  partielle  n’est  pas  totalement  élucidée.  L’étude  a  porté  sur  une

population pédiatrique et nous n’avons pas eu assez de volume d’échantillons pour

explorer  plus  en détails  d’autres  paramètres.  Néanmoins  l’état  inflammatoire  des

patients décrit  dans les premières semaines après une HSCT peut mener à une

élévation du FVIII et de FT circulant, acteurs contribuant à un temps de latence court,

un ETP élevé et un RETP diminué.

Quelques  limitations  dans  cette  étude  sont  à  mentionner.  Tout  d’abord,  elle  n’a

concerné que des enfants, la greffe dans ce cadre étant plus rarement réalisée chez

les patients adultes. L’impact de la transplantation sur le système hémostatique des

adultes  SCD pourrait  être  différent.  La  deuxième limitation est  la  sélection  de la

population  de  NC  qui  n’était  pas  ethniquement  identique  car  elle  incluait

essentiellement des enfants d’origine caucasienne. Or les Africains sub-sahariens

souffrent d’une incidence d’ET plus élevée202,203. Roberts et al. rapportent chez les

adultes Africains un profil  TGT plus élevé que chez les Caucasiens, avec un pic,
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l’ETP et  une  vélocité  plus  élevés204.  Enfin,  cette  étude  est  monocentrique  et  ne

concerne qu’une petite cohorte de patients ayant bénéficié d’une HSCT apparentée

avec conditionnement myélo-ablatif et chimérisme complet. Ces résultats ne peuvent

être  extrapolés  aux  patients  avec  chimérisme  incomplet  ou  aux  greffes

haploidentiques.

Pour résumer, une HSCT réussie inverse les réactions de coagulation accélérées

chez les enfants atteints  de SCD. Aucun ET n’a été enregistré chez les patients

étudiés.

4.2.6 Conclusion intermédiaire

Cette deuxième étude a permis de confirmer que le test de génération de thrombine

permet de caractériser le statut hémostatique de patients drépanocytaires sévères

soumis à une greffe de cellules souches hématopoïétiques en mettant en évidence

une amélioration de leur balance hémostatique suite à ce traitement curatif dont ils

ont pu bénéficier. Une évaluation des patients après un recul de quelques années, à

distance de la toxicité du conditionnement et des traitements immunosuppresseurs,

permettrait de vérifier si une amélioration plus complète de la balance hémostatique

est mise en évidence.
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4.3 Utilisation d’un test de viscoélasticité (ROTEM) en chirurgie cardiaque et

plus précisément pédiatrique pour déterminer la  dose minimale d’acide

tranexamique nécessaire pour inhiber la fibrinolyse

4.3.1 Données démographiques

Les données démographiques sont reprises dans le Tableau 7.

Des taux de plaquettes plus élevés sont observés chez les enfants par rapport aux

adultes sains et aucune différence statistiquement significative n’a été rapportée pour

l’Hb, l’hématocrite, le PT, l’aPTT et le fibrinogène.

Aucune différence statistiquement significative n’a été rapportée pour l’âge entre les

enfants avec pathologie cardiaque cyanogène ou non-cyanogène. Comme attendu,

les patients avec pathologie cyanogène ont un taux plus élevé d’Hb et d’hématocrite.

Tableau 7 : Données cliniques et démographiques des adultes et enfants

Variables Adultes (n = 10) Enfants (n = 20) p-value

Poids (kg) Non mesuré 15 (11 – 19)

Taille (m) Non mesurée 0,965 (0,69 – 1,15)

Homme – femme 5-5 11 – 9

ASA 2 (%) NA 10 (50%)

ASA 3 (%) NA 10 (50%)

Communication

interauriculaire
NA 4 (20%)

Connexion cavo-pulmonaire

bidirectionnelle 
NA 4 (20%)

Dilation  d’une  sténose

pulmonaire
NA 2 (10%)

Sténose aortique NA 2 (10%)

Persistance  du  canal

artériel
NA 2 (10%)
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Autre pathologie cardiaque NA 4 (20%)

Hémoglobine (g/dL)

13,2 (12,8 – 14,6) 13,2 (12,3 – 15,4) 0,9797

Cyanogène 15,2 (14,1 – 18,3)
0,0013 **

Non cyanogène 12,4 (11,6 – 13,1)

Taux de plaquettes (x 109/L) 236 (188 – 261) 337 (318 – 425) 0,0002 ***

Fibrinogène (g/L) 3,11 (2,79 – 3,64) 3,31 (2,77 – 3,52) 1

PT (%) 85 (80,8 – 93) 95 (85-100) 0,0578

PT (INR) 1,09 (1,03 – 1,12) 1,03 (1 – 1,1) 0,1278

aPTT (s) 31,8 (30,5 – 33,7) 31,1 (29,9 – 32,7) 0,5525

aPTT,  temps  de  prothrombine  partiel  activé ;  ASA,  Société  américaine
d’anesthésiologie ; NA, sans objet ; PDA, persistance du canal artériel ; PT, temps
de prothrombine ; ** : valeur de p 0,001 à 0,01 ; *** : valeur p < 0,001.

4.3.2 Profil des courbes du ROTEM à différentes concentrations de TXA

À l’état de base, avant addition de t-PA et de TXA, les paramètres du ROTEM et la

courbe sont normaux (Figure 27 a). L’addition de 1535 U t-PA/mL est associée à une

hyperfibrinolyse massive, caractérisée par l’absence de formation de caillot (Figure

27 b).  Après  addition  de  concentrations  croissantes  de  TXA,  les  paramètres  du

ROTEM et les courbes retournent aux valeurs de base (Figure 27 c à l).
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Figure 27 : Courbes obtenues avec le réactif EXTEM et l’ajout de t-PA et de TXA

En  l’absence  de  t-PA  et  de  TXA (a),  on  observe  une  courbe  classique  de  test

viscoélastique.  Après ajout uniquement de t-PA (b),  on observe une absence de

caillot formé suite à une hyperfibrinolyse. Après ajout de t-PA et de concentrations

croissantes de TXA 2,5 (c), 5 (d), 7,5 (e), 10 (f), 12,5 (g), 15 (h), 17,5 (i), 20 (j), 50 (k)

et 100 µg/mL) (l), on observe que la courbe se normalise, le TXA limitant les effets

de la fibrinolyse induite par l’ajout de t-PA.
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4.3.3 Concentration effective en TXA inhibant une fibrinolyse maximale

La Figure 28 et le Tableau 8 illustrent la relation entre l’amplitude du caillot formé et

la lyse du caillot après 30 minutes (A30 et LI30), exprimée comme un pourcentage

par rapport à la situation basale, et les concentrations croissantes de TXA.

L’addition de TXA renverse la situation de fibrinolyse induite par le t-PA chez les

adultes et les enfants.

Tableau 8 : Lyse et amplitude après 30 minutes (Médiane et range)

TXA
(µg/mL
)

LI30
adultes

LI30
cyanogène
s

LI30  non
cyanogènes

A30
adultes

A30
cyanogène
s

A30  non
cyanogène
s

0 2 (0-28) 1,5 (0-23) 1,5 (0-14) 0 (0-5) 0 (0-5) 0 (0-5)

2,5 1,5 (0-5) 90 (1-100) 42,5 (0-100) 0,5 (0-2) 55,5 (0-99) 29 (0-96)

5 9,5 (0-48) 99 (91-100) 99,5 (81-103) 6 (0-34) 90 (72-97) 84 (56-97)

7,5 80,5 (2-93) 100 (98-100) 100 (94-101) 58 (0-78) 92 (87-100) 89,5 (77-94)

10 95 (43-101)
100  (100-
100)

99 (86-101)
77,5  (25-
91)

91 (82-100) 88 (73-94)

12,5
100  (100-
100)

100n(99-100) 99 (90-101) 85 (85-85) 93 (87-98) 89 (79-94)

15
99,5  (81-
101)

100 (99-100) 99 (87-103)
84,5  (52-
92)

91 (88-97) 90 (75-98)

17,5 100 (98-101) 100 98-100) 99 (90-101)
85,5  (73-
94)

93 (86-97) 91,5 (84-97)

20 100 (99-100) 100 (99-100) 99 (91-100) 90 (80-92) 92,5 (89-95) 89,5 (77-97)

50 100 (98-100) 100 (99-100) 99,5 (79-101)
91,5  (87-
97)

94,5 (94-97) 95 (70-102)

100 100 (98-101)
100  (100-
101)

100 (97-101) 93 (84-97) 99,5 (84-105) 95 (91-105)
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Figure 28 : Index de lyse et amplitude en fonction des doses d’acide tranexamique
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Les courbes reprennent l’index de lyse après 30 minutes (LI30) et l’amplitude après

30 minutes (A30) observés chez les adultes sains et les enfants avec pathologies

cardiaques  cyanogènes  et  non  cyanogènes  en  fonction  des  doses  de  TXA.  On

observe que les courbes chez les enfants sont superposables, par contre la courbe

chez les adultes est décalée vers la droite, indiquant une concentration de TXA plus

importante nécessaire pour inhiber l’état d’hyperfibrinolyse.

Les barres d’erreur représentent la médiane et l’étendue des mesures des patients.

Les valeurs sont exprimées en pourcentage par rapport à la situation de base, sans

ajout ni de t-PA ni de TXA.

4.3.4 L’effet de l’acide tranexamique sur la lyse du caillot

Suite à la mise à l’échelle logarithmique de la concentration en acide tranexamique,

l’effet sur la lyse du caillot après 30 minutes est reprise à la Figure 29.

Figure 29 : Relation dose-effet entre la concentration d’acide tranexamique inhibant

l’hyperfibrinolyse et l’index de lyse mesuré après 30 minutes (LI30)
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L’effet des concentrations de TXA a permis la détermination de l’ED50 et le calcul de

l’ED95 pour le paramètre LI30. Pour les adultes, la ED50 était de 6,8 µg/mL (IC à

95% : 6,4 – 7,2 µg/mL) et  la ED95 était  de 11,3 µg/mL (IC à 95% : 10,6 – 12,9

µg/mL). Pour les enfants atteints de cardiopathie congénitale, la ED50 était de 2,8

µg/mL (IC à 95% : 2,6 – 3 µg/mL) et la ED95 : 8,6 µg/mL (IC à 95% : 6,9 – 14,9

µg/mL). Les valeurs de ED95 chez les enfants et les adultes étaient significativement

différentes  (p  <  0,001) :  une  concentration  de  TXA  de  31%  plus  élevée  était

nécessaire pour inhiber la fibrinolyse induite par le t-PA chez les adultes, par rapport

aux enfants atteints de cardiopathie congénitale. Aucune différence statistique n’a

été observée entre les enfants atteints d’une maladie cyanogène ou non cyanogène

(p = 0,179).

4.3.5 Discussion

Dans cette étude in vitro, nous avons observé que la concentration minimale de TXA

qui  inhibait  95% de l’hyperfibrinolyse induite par le t-PA chez les enfants atteints

d’une maladie cardiaque congénitale était de 8,6 µg/mL, ce qui était significativement

inférieur à la concentration requise chez des volontaires adultes en bonne santé.

Les agents antifibrinolytiques sont utilisés depuis longtemps chez les adultes et les

enfants subissant une chirurgie cardiaque. L’administration prophylactique de TXA

réduit  considérablement  les  saignements  peropératoires  et  le  recours  aux

transfusions de produits sanguins. Une énorme variabilité entre les doses utilisées

dans différentes études a été rapportée : avec des doses de charge et/ou des bolus

répétés allant de 10 à 100 mg/kg, suivis ou non de différents débits de perfusion

continue205.

Cette énorme différence pourrait  être facilement expliquée par le fait que, jusqu’à

récemment,  les  caractéristiques  pharmacocinétiques  du  TXA  n’étaient  pas  bien

connues chez les enfants. Jusque-là, le schéma de dose de TXA a été arbitrairement

extrapolé de la littérature adulte. Des études ayant signalé une incidence accrue et

dose-dépendante  de  crises  épileptiques  chez  les  adultes206,149 et  les  enfants207

subissant des chirurgies à cœur ouvert, il est nécessaire de poursuivre les études

pour  déterminer  la  dose  de  TXA  « optimale »  offrant  le  meilleur  rapport
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bénéfice/risque  entre  la  réduction  des  saignements  et  l’incidence  des  effets

secondaires.

Bien que les propriétés pharmacocinétiques du TXA aient été précisées chez des

enfants  subissant  une  chirurgie  cardiaque150,151 la  concentration  plasmatique

« optimale » qui devrait être ciblée pour inhiber au maximum la fibrinolyse n’est pas

connue. D’après les premières études publiées par Andersonn et al.  à la fin des

années  1970208,  une  concentration  de  TXA  de  100  µg/mL  est  nécessaire  pour

atteindre 100% d’inhibition de l’activité fibrinolytique, tandis qu’une concentration de

TXA de 10-20 µg/mL est nécessaire pour atteindre 80% d’inhibition du t-PA. Dans

une  autre  étude,  Dowd147 a  suggéré  qu’une  concentration  plasmatique  de  TXA

supérieure  à  50  µg/mL  soit  maintenue  pour  les  adultes  subissant  une  chirurgie

cardiaque.  Cependant,  aucune  de  ces  études  n’a  évalué  la  concentration

plasmatique nécessaire pour inhiber complètement la fibrinolyse chez les enfants

subissant une chirurgie cardiaque.

Récemment,  ces  concentrations  minimales  de  TXA  nécessaires  pour  inhiber  la

fibrinolyse activée par le t-PA ont été déterminées sur des plasmas « poolés » de

nouveau-nés et d’adultes par thromboélastographie209. Dans cette étude, Yee et al.

ont observé qu’une concentration plus élevée de TXA était nécessaire pour prévenir

la fibrinolyse dans le plasma adulte (17,5 µg/mL) par rapport  au sang de cordon

néonatal (6,54 µg/mL). Bien que nous ayons observé la même différence entre les

adultes et les enfants, nos résultats ne peuvent être comparés à ces résultats car

notre modèle  in vitro a été réalisé sur du sang total, incluant ainsi les composants

cellulaires  (plaquettes,  globules  rouges),  et  s’est  concentré  sur  des  échantillons

individuels  obtenus  d’enfants  atteints  de  cardiopathie  congénitale  ou  d’adultes

volontaires en bonne santé et non sur des plasmas regroupés provenant du sang de

cordon de nouveau-nés en bonne santé.  Il  convient  de  noter  que l’utilisation  de

plasma mis en commun a exclu l’influence des composants cellulaires du sang total,

en particulier les globules rouges et les plaquettes.

Cette étude présente certaines limitations. Premièrement, la concentration optimale

de TXA obtenue dans notre modèle  in vitro doit être interprétée avec prudence, et

son efficacité pour inhiber l’activation de la fibrinolyse in vivo doit être validée chez

une  plus  grande  cohorte  d’enfants  subissant  une  chirurgie  cardiaque.  De  plus,
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comme les tests viscoélastiques sont peu sensibles à la fibrinolyse210, nous utilisons

un  modèle  in  vitro d’hyperfibrinolyse  en  ajoutant  un  taux  élevé  de  t-PA  pour

sensibiliser le ROTEM à la neutralisation par du TXA. Deuxièmement, ce modèle in

vitro ne prend pas en compte la phase vasculaire et les modifications physiologiques

spécifiques dues aux traumatismes chirurgicaux, à l’hypothermie et au contact entre

le sang et la surface non-endothéliale qui pourraient tous conduire à l’activation de la

fibrinolyse.  Les  différences  que  nous  avons  constatées  entre  adultes  et  enfants

peuvent  également  s’expliquer  par  l’augmentation  du  potentiel  hémostatique

survenant  avec  l’âge211.  Bien  que  la  numération  plaquettaire,  l’hémoglobine,  le

fibrinogène,  le  PT  et  l’aPTT  étaient  normaux  avant  la  chirurgie,  la  numération

plaquettaire  était  significativement  plus  élevée  dans  la  cohorte  d’enfants.  Cette

différence a déjà été observée212. Cependant ce taux plus élevé de plaquettes ne

contribue  pas  à  un  profil  ROTEM  plus  élevé  en  situation  de  base  car  aucune

différence  significative  n’a  été  trouvée  concernant  les  paramètres  de  lyse  et  de

fermeté du caillot. De plus, la génération de plasmine et l’activité fibrinolytique sont

diminuées pendant l’enfance par rapport aux adultes, en situation normale, en raison

d’un taux plus faible de t-PA et de plasminogène et d’un taux plus élevé de PAI-

1213,214. Par conséquent, la dose plus élevée de TXA nécessaire chez l’adulte pour

neutraliser la fibrinolyse du t-PA peut refléter un niveau de fibrinolyse basale plus

élevé. Néanmoins, le fait que nous ayons utilisé une dose très élevée de t-PA pour

induire la fibrinolyse a pu minimiser la différence entre les enfants et les adultes.

Cependant  lors  de  la  chirurgie  cardiaque,  et  notamment  lors  du  pontage cardio-

pulmonaire (PCP), la situation est différente : l’endothélium est lésé avec un contact

prolongé avec la surface artificielle ; les patients sont sous héparine continue et en

hypothermie. La fibrinolyse est alors activée suite à la libération de t-PA des parois

vasculaires. La comparaison entre les adultes et les enfants est  plus difficile  car

aucune étude ne compare les adultes et les enfants subissant un PCP. Chez l’adulte,

le  t-PA,  les  D-dimères,  le  complexe  t-PA-PAI-1  augmentent  et  le  PAI-1

diminue215,216,217. Chez l’enfant, Eisses et al. ont montré de la génération de thrombine

et de la dégradation de la fibrine pendant la PCP218. Le t-PA augmentait pendant le

PCP mais à un moindre degré chez les nourrissons. Chez les enfants de moins de 6

ans,  Ignjatovic  et  al.  n’ont  observé  aucun  changement  dans  la  génération  de

plasmine, même si le plasminogène, le PAI-1 et le fibrinogène ont diminué219.  De
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plus, le profil hémostatique chez les nouveau-nés est plus prothrombotique que chez

les enfants plus âgés220, et l’augmentation du t-PA est plus faible218.

En conclusion,  cette étude  in  vitro a confirmé que notre modèle expérimental  de

fibrinolyse induite par le t-PA pouvait être utilisé pour déterminer la concentration

« optimale » de TXA nécessaire pour inhiber la fibrinolyse chez les enfants subissant

une  chirurgie  cardiaque.  La  concentration  minimale  de  TXA  qui  inhibait

complètement l’hyperfibrinolyse induite par le t-PA était significativement plus faible

chez les enfants atteints de cardiopathie congénitale que chez les adultes volontaires

sains. La concentration minimale efficace de TXA mise en évidence était plus basse

que les valeurs des cibles identifiées dans les rares études de pharmacocinétiques,

qui sont supérieures à 20 µg/mL150,151.

Comme  les  tests  de  laboratoire  évaluant  la  fibrinolyse  restent  longs  et  mal

standardisés, ce modèle  in vitro pourrait être un outil  prometteur pour analyser et

surveiller  les  patients  recevant  du  TXA.  D’autres  études  sont  nécessaires  pour

confirmer que cette concentration cible inhibe efficacement la fibrinolyse chez les

enfants  subissant  une  chirurgie  cardiaque  avec  bypass  cardio-pulmonaire,  en

accordant une attention particulière aux nouveau-nés.

4.3.6 Conclusion intermédiaire

Cette troisième partie illustre l’utilité d’un test viscoélastique modifié pour l’exploration

de la fibrinolyse et l’amélioration possible, grâce à ce test, de la prise en charge avec

de l’acide tranexamique de patients subissant une chirurgie cardiaque et donc un

gros challenge chirurgical.

109



5 Conclusion et perspectives

Grâce  aux  tests  globaux  de  génération  de  thrombine  et  de  viscoélasticité,  nos

travaux ont permis d’investiguer de manière approfondie le profil  hémostatique de

trois populations de patients présentant des pathologies différentes. En effet, comme

décrit amplement précédemment, la technique de génération de thrombine nous a

permis  de  démontrer  l’interaction  complexe  entre  les  corticostéroïdes  et

l’asparaginase  sur  l’entièreté  du  processus  hémostatique  chez  les  enfants  en

traitement d’induction de leucémie aiguë lymphoblastique.  Appliquée à l’étude de

l’hypercoagulabilité aux patients drépanocytaires, nous avons pu démontrer un retour

vers  la  normalité  après  greffe  de  moelle  osseuse.  Enfin,  l’emploi  d’un  test  de

viscoélasticité, nous a permis de déterminer la dose efficace d’acide tranexamique

chez des enfants  devant  subir  une chirurgie  cardiaque.  Ces mêmes explorations

réalisées à l’aide des test diagnostiques de laboratoire courants ne nous auraient

pas  permis  de  définir  ou  de  prédire  le  risque  individuel  de  thrombose  ou  de

saignement des patients recrutés dans les différentes études ni d’explorer l’impact

des  mécanismes  sous-jacents.  Les  limites  des  tests  diagnostiques  actuellement

disponibles pour appréhender la complexité des situations cliniques et prendre les

décisions  cliniques  adéquates  sont  par  ailleurs  décrites  dans  chaque  étude.

Brièvement,  ces  tests  traditionnels  (PT,  aPTT),  toujours  d’application  dans  les

laboratoires, sont bien adaptés au suivi des traitements anticoagulants anti-vitamine

K et héparine classique. Ils permettent la mise en évidence et le suivi des déficiences

en facteurs procoagulants et pourtant dans les pathologies hémorragiques, ils sont

également imparfaits, car ils ne reflètent pas la complexité de la situation clinique.

Ainsi,  ils  ne  sont  pas  prédictifs  du  risque  hémorragique  (déficience  en  FXI  par

exemple), de même qu’ils ne constituent pas un bon outil dans le suivi du traitement

de l’hémorragie221,222. Comme évoqué à plusieurs reprises, ils ne sont pas adaptés

pour le suivi des déficits en anticoagulants physiologiques, pour la détection d’état

hypercoagulable,  et  de  ce  fait,  ne  permettent  pas  une  évaluation  globale  de  la

coagulation84. Ils sont déclenchés in vitro suite à l’ajout au plasma de taux élevés, par

ailleurs non physiologiques, d’activateurs de la coagulation. Ils ne témoignent que de

la  phase  d’initiation  de  la  formation  de  thrombine,  sans  investiguer  les  phases

consécutives d’amplification et de neutralisation de celle-ci, contrairement aux tests

globaux. Ces tests cliniques basés sur la formation de caillots sont conçus pour être
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rapides  et  détecter  certains  déficits  protéiques  dans  les  voies  d’activation  de  la

coagulation.  L’impact  de  légères  variations  dans la  concentration  de facteurs  de

coagulation procoagulants ou anticoagulants peut être étudié par des tests globaux

permettant d’inférer l’état hémostatique d’un individu.

Parmi ces tests, le TGT est un test intrinsèquement flexible dans sa conception, ce

qui est à la fois une limite et une force de cet essai. Sa faiblesse est son manque de

standardisation ce qui limite son utilisation en routine. Ce manque de standardisation

porte à la  fois  sur  les différentes  approches préanalytiques,  sur  la  variété et  les

concentrations des réactifs employés suite à la large gamme des protocoles décrits,

tant dans leur conception que dans l’interprétation des résultats obtenus. Les progrès

principaux réalisés jusqu’à présent porte notamment sur l’automatisation et vers plus

de standardisation, si on se réfère à la méthode initiale décrite par Hemker. Les tests

automatisés  ou semi-automatisés  actuellement  disponibles  sur  le  marché sont  le

Technothrombin  TGA  kit  de  Technoclone  et  la  méthode  Calibrated  Automated

Thrombogram  (CAT-méthode  semi-automatisée)  et  STGenesia  de  Stago

Diagnostica (méthode entièrement automatisée) 223,224.

La technique séduit, et afin de progresser vers plus de standardisation, la société

internationale  de  thrombose  et  d’hémostase  (ISTH)  a  réalisé  une  enquête

actuellement publiée sur les différents protocoles de TGT utilisés à de nos jours dans

les laboratoires225. La méthode la plus utilisée dans les différents laboratoires ayant

répondu au questionnaire d’enquête est la méthode utilisée dans ce travail (CAT).

Cependant  des  différences  importantes  sont  mises  en  évidence  sur  les  aspects

pratiques entre laboratoires telles que le type d’aiguille de prélèvement, le type de

tube de prélèvement, le protocole de centrifugation, la conservation des échantillons,

leur décongélation, les réactifs utilisés, les dilutions d’échantillons, la calibration, les

ranges de référence utilisés, la normalisation des résultats. L’enquête révèle que la

cause majeure de variabilité porte sur la phase préanalytique226. Cette étude, comme

d’autres auparavant227,228,229,226, souligne aussi le réel besoin de standardisation dans

le  rendu  des  résultats  sous  forme  normalisée  afin  d’obtenir  des  résultats

comparables entre laboratoires. Le but final étant d’intégrer ce test en clinique85. Le

choix d’un plasma de référence servant à la normalisation des résultats permet de

réduire la variabilité inter-laboratoire226. Ceci a déjà été démontré, par exemple, pour
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l’expression de l’aPTT sous forme de ratio.  Cependant  les plasmas de référence

commerciaux doivent être choisis avec soin et la variabilité inter-lot doit être prise en

compte230.  De plus, ils peuvent présenter une nature hypercoagulable inhérente à

leur préparation. Afin de minimiser cet  impact,  un facteur de correction peut être

calculé lors de chaque changement de lot et appliqué aux résultats.

Les conséquences du manque actuel de standardisation impliquent l’établissement

de normes dans chaque centre, en fonction du protocole préanalytique et analytique

utilisé, avec une attention particulière pour la population pédiatrique, qui comporte

des  aspects  bien  particuliers.  En  effet,  le  système  hémostatique  évolue

progressivement  de  la  vie  fœtale  jusqu’à  l’âge  adulte.  La  modification  des

paramètres hémostatiques se manifeste au cours des premières années de vie, son

étude est décrite sous le nom de « hémostase développementale »231,211. Ainsi, les

facteurs procoagulants (sauf fibrinogène, FV et FVIII) mais aussi anticoagulants sont

plus  bas  chez  les  nouveau-nés  et  les  jeunes  enfants232,233.  L’antithrombine  est

diminuée de moitié à la naissance et n’atteint des taux « adultes » que vers 3-6 mois.

La protéine C est de 30-40% et se normalise vers l’âge de 1 an. La protéine S atteint

des taux adultes entre 6 mois et  1 an. L’a2M constitue le principal anticoagulant

physiologique chez l’enfant, avec des taux bien supérieurs par rapport à l’adulte234.

Le taux bas de ces facteurs pro- et  anticoagulants s’explique par une immaturité

hépatique, par le faible passage trans-placentaire de la vitamine K, par l’absence de

flore intestinale endogène à la naissance et par la faible teneur en vitamine K dans le

lait maternel 235,236. Le TGT chez les enfants, sans TM, montre un ETP diminué par

rapport  aux adultes,  probablement  suite  à  une réduction  de la  conversion  de la

prothrombine237 :  des  taux  plus  faibles  de  prothrombine,  de  FX,  FVII  diminuent

l’activité du complexe prothrombinase. Il est intéressant que la différence observée

du  TGT  entre  population  pédiatrique  et  adulte  s’estompe  en  présence  de  TM,

indiquant  un  équilibre  global  maintenu  suite  à  la  diminution  proportionnée  entre

facteurs  procoagulants  et  anticoagulants238.  Cette  observation  de  balance

hémostatique maintenue est aussi observée chez les patients cirrhotiques239. De ce

fait, un risque accru d’événement thrombotique ou hémorragique n’est pas observé

chez les enfants entre 1 et 15 ans. À noter que le risque thrombotique est plus élevé

en dessous d’un an et au-dessus de 15 ans240, suggérant une fragilité plus élevée de

l’équilibre hémostatique suite à des facteurs extérieurs favorisants.
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Les désavantages du TGT précédemment décrits sont liés à la grande flexibilité de la

technique, mais cette flexibilité comporte aussi des avantages. En effet, elle permet

d’adapter la composition des réactifs déclenchants à la situation clinique que l’on

veut  explorer,  ce  qui  n’est  pas  possible  avec  les  tests  courants.  Ainsi,  la

concentration en facteur  tissulaire  à employer  sera conditionnée par  le  problème

clinique soulevé. Avec un taux très élevé de facteur tissulaire, supérieur à 10 pM, le

TGT ne prendra pas en compte les variations des taux de FVIII, FIX et FXI ; entre 2

et  5  pM de  facteur  tissulaire,  il  y  sera  sensible.  Ainsi,  à  taux  faible  de  facteur

tissulaire,  la sensibilité au FXI est plus importante241.  La concentration de facteur

tissulaire  choisie  permet  donc  de  sensibiliser  le  test  à  l’exploration  de  différents

facteurs et dépendra donc de la situation clinique à explorer. Des taux faibles (1 pM)

de  facteur  tissulaire  permettront  l’exploration  de  troubles  hémorragiques  comme

l’hémophilie242, les déficits en FXI243. Des taux intermédiaires (5 pM) seront utilisés

dans les pathologies thrombotiques244, des taux très élevés (20 pM) permettent le

suivi  des  anticoagulants.  Dans  notre  travail  d’exploration  des  thromboses  sous

asparaginase  ou  du  potentiel  hémostatique  chez  les  patients  drépanocytaires

greffés, le TGT en PPP est déclenché par ajout de 4 µM de phospholipides245 et de 1

pM de facteur tissulaire. Cette concentration a été choisie dans le but de mettre en

évidence  une  tendance  prothrombotique  dans  un  contexte  possible  de  tendance

hémorragique suite aux effets des traitements reçus par les patients (chimiothérapie-

greffe). De la même manière, le TGT en présence et en l’absence de TM explore des

facettes différentes : en l’absence de TM, la génération de thrombine est inhibée par

l’intervention de l’antithrombine (et a2M) tandis qu’en présence de TM, le TGT est en

plus sensibilisé à la voie inhibitrice de la protéine C Protéine S et est donc d’une

grande utilité  dans l’évaluation d’une pathologie prothrombotique244.  Le TGT peut

aussi être sensibilisé à l’effet de la protéine S par ajout dans le réactif de la protéine

C activée.

L’autre test global utilisé dans ce travail, le ROTEM, est basé sur l’exploration des

propriétés viscoélastiques du caillot.  Par opposition au TGT qui  a été réalisé sur

plasma, le ROTEM implique tous les composants sanguins puisqu’il est réalisé sur

sang total. Outre leur utilisation en situations hémorragiques graves pour l’épargne

des  produits  sanguins,  les  tests  viscoélastiques  peuvent  détecter  des  états

hypercoagulables246.  Cependant les études réalisées jusqu’à présent n’ont pas pu
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démontrer  leur  utilité  dans  la  prédiction  des  thromboses  ou  l’ajustement  des

traitements  anticoagulants.  En  effet,  ils  sont  peu  sensibles  aux  traitements  par

anticoagulants  oraux  directs  ou  héparine  de  bas  poids  moléculaire247.  Comme

exposé  précédemment,  cette  technique  nous  a  permis  d’établir  un  modèle

d’hyperfibrinolyse aboutissant à l’établissement des concentrations optimales d’acide

tranexamique à  utiliser  lors  de  la  chirurgie  cardiaque de  l’enfant.  Un tel  modèle

d’hyperfibrinolyse  n’aurait  pas  pu  être  réalisé  par  le  TGT  seul,  non  adapté  à

l’exploration de la fibrinolyse.

De manière générale, l’exploration de la fibrinolyse aussi est trop peu exploitée en

général  dans  les  laboratoires  du  fait  de  contraintes  importantes  sur  le  plan

préanalytique  et  analytique,  son  exploration  est  peu  aisée71.  Notre  modèle

d’hyperfibrinolyse sur le ROTEM avec apport de t-PA est un modèle original et une

alternative permettant d’étudier l’action d’agents hypofibrinolytiques.

Des tests mesurant simultanément la génération de plasmine et de thrombine par

ajout de FT, de calcium, de phospholipides et de t-PA sont cependant décrits, mais

ils sont très expérimentaux. Ils permettent d’étudier la fibrinolyse en parallèle avec la

génération de thrombine102,103,248. Une étude récente a exploré le déséquilibre de la

coagulation  et  de  la  fibrinolyse  chez  les  patients  sous  Asp  native  par  un  test

mesurant de manière simultanée la génération de thrombine et de plasmine249. Elle a

permis de mettre  en évidence une hypercoagulabilité  suite  à  une hypofibrinolyse

sous Asp, particulièrement chez les enfants de plus de 10 ans.

Citons  encore  pour  être  complet  un  test  explorant  globalement  la  fibrinolyse,  le

« Plasma clot lysis assay ». Il s’agit d’un test dynamique mesurant la formation de

fibrine  et  la  fibrinolyse  en  fonction  du  temps250.  Du  plasma  citraté  pauvre  en

plaquettes  est  mis  en  contact  avec  un  activateur  (du  facteur  tissulaire  ou  de  la

thrombine), des phospholipides et du calcium pour induire la formation de fibrine. En

même temps, un activateur de la fibrinolyse (t-PA) est ajouté pour induire la lyse du

caillot. La mesure de la turbidité est réalisée, celle-ci augmentant avec la formation

du caillot et diminuant lors de sa lyse. Ce test requiert une expertise technique mais

aussi  biologique  pour  la  validation  des  résultats.  Malgré  une  variabilité  intra-

laboratoire acceptable (< 10%), la variabilité inter-laboratoire est importante suite à

une absence de standardisation de méthodologie.
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Chaque test global présente des avantages et des inconvénients82. Ainsi les tests

viscoélastiques permettent une analyse au lit du malade et permettent de détecter

une fibrinolyse importante ; ils sont, par contre, peu standardisés et ne permettent

pas la détection des pathologies plaquettaires. Le TGT permet la mise en évidence

d’état hypo ou prothrombotique, avec un outil automatisé et comparativement bien

standardisé.

Les  deux  tests  globaux  utilisés  dans  ce  travail  présentent  néanmoins  quelques

limitations.

Le  TGT  présente  quelques  limitations  quant  à  son  utilisation  en  routine  et  à  la

conception du test en soi. Par exemple, cette technique ne permet pas l’exploration

fonctionnelle du fibrinogène. En outre, pour une exploration plus approfondie de la

balance hémostatique, l’exploration du TGT sur plasma riche en plaquettes (PRP) ou

sur sang total, prenant en compte les plaquettes et les globules rouges, apporte une

information plus complète et plus proche de la situation  in vivo que celle réalisée

dans ce travail sur PPP251. Cependant les conditions préanalytiques dans ces deux

conditions sont encore plus strictes que le TGT sur PPP car elles nécessitent entre

autres de travailler à frais, sans possibilité de réunir des batch d’analyses. Le TGT

sur sang total nécessite un protocole analytique adapté, et ne permet pas encore de

travailler avec un substrat fluorescent244. Dans notre travail, cela aurait nécessité de

travailler à frais et donc dans des délais courts après prélèvements ce qui s’avérait

difficilement  envisageable  dans  la  gestion  des  prélèvements  pour  un  travail  de

recherche avec inclusion prospective des patients. De plus, la préparation du PPP ou

PRP est chronophage, ce qui a limité son utilisation comme test rapide et adapté à

l’urgence.

Une  autre  limitation  concernant  les  TGT  réalisés  dans  ce  travail  est  l’absence

d’utilisation d’un d’inhibiteur de phase contact, comme le corn trypsin inhibitor (CTI),

indiqué dans des conditions analytiques avec du FT en très faible concentration,

inférieur à 1 pM252. Le CTI est ainsi indispensable lors de la réalisation du TGT en

PRP. Nos études, réalisées sur PPP, ont été menées dans des conditions avec des

taux supérieurs à 1 pM de FT ce qui permettait de pouvoir l’éviter et de faciliter la

phase préanalytique et de limiter les coûts.
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De plus, le délai pour l’obtention des résultats de TGT est limité par le temps requis

pour la préparation des tests (entre 1 et 2 heures) suivi de celui pour la génération de

thrombine (1 heure) ; cela mobilise donc pendant environ 3 heures un technologue

au poste de travail.

Les  tests  viscoélastiques,  quant  à  eux,  sont  limités  par  leur  insensibilité  aux

dysfonctions plaquettaires, à la maladie de von Willebrand et aux déficits en FXIII 253.

De plus, la variabilité est importante254,255. Le contrôle de qualité externe utilisé au

laboratoire rapporte un CV supérieur à 10% pour le paramètre CT et inférieur à 10%

pour le paramètre MCF, exploité dans ce travail, selon le dernier rapport de qualité

ECAT256.  Cette  variabilité  peut  s’expliquer  par  l’absence de protocole standardisé

pour ces tests viscoélastiques.

Les tests globaux étudiés dans leur ensemble sont des modèles in vitro tentant de se

rapprocher le plus possible des situations physiologiques. Cependant tant pour le

TGT que pour les tests viscoélastiques utilisés dans ce travail, ni les vaisseaux (et

donc l’endothélium) ni  le flux ni  le pH ni  la température ne sont pris en compte.

Aucun  test  global  actuellement  disponible  ne  couvre  l’ensemble  des  acteurs  de

l’hémostase,  dont  l’endothélium  est  pourtant  un  composant  très  important.

L’endothélium  est  un  fin  régulateur  de  la  fonction  hémostatique  et  sa  moindre

altération peut engendrer un risque de saignement ou de thrombose qui ne sera pas

reflété par ces techniques. Ceci a bien été décrit récemment dans la coagulopathie

associée au COVID257. Seul l’ajout aux tests de facteurs sécrétés par l’endothélium

permet  de  mimer  imparfaitement  l’intervention  de  celui-ci  dans  le  processus

hémostatique. Ainsi  dans notre travail,  nous avons ajouté de la thrombomoduline

pour démontrer l’action du système PC/PS dans diverse situations cliniques.

Dans  les  évaluations  de  saignement,  l’exploration  de  la  fibrinolyse  est  souvent

omise. Il existe peu de tests globaux explorant la fibrinolyse. Pour l’exploration de

l’hypofibrinolyse  dans  des  conditions  thrombotiques  ou  l’exploration  d’effet  de

médicaments antifibrinolytiques,  l’utilisation d’un test  avec apport  de t-PA comme

exploré dans la troisième étude de ce travail est une bonne alternative.

D’autres  tests  globaux  existent.  Citons  brièvement  l’analyse  de  la  courbe  de

formation du caillot ou CWA (clot waveform analysis) exploitée à partir des mesures
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optiques  des  automates  de  coagulation  et  modélisant  par  une  courbe  les

changements  d’absorbance  survenant  au  cours  de  la  formation  du  caillot  en

présence des réactifs d’aPTT ou de PT258. Le CWA permet de détecter et de suivre

les  coagulopathies  intravasculaires  disséminées259,  au  cours  du  sepsis260.  Une

modification de ce test appelée FibWave permet d’analyser la formation de fibrine en

présence de concentration plus faible de FT que les réactifs d’aPTT ou de PT261. Il

s’agit  d’un test rapide,  moins couteux que le TGT et aisément disponible sur les

automates de coagulation de routine. Il pourrait être intéressant d’utiliser ce test pour

analyser nos patients drépanocytaires greffés et de comparer les résultats du test

FibWave, en présence de protéine C activée avec ceux du TGT. Ceci constituerait

une perspective concrète à ce travail,  comprenant  aussi  l’exploration à plus long

terme des patients drépanocytaires greffés.

Le  Thrombodynamics  permet  l’évaluation  spatiale  de  la  formation  de  fibrine  par

vidéo-microscopie après initiation de la coagulation par du FT immobilisé, le caillot se

formant depuis cet activateur et s’étendant au plasma, comme dans une situation in

vivo262.

Plusieurs perspectives dans l’utilisation du TGT pourraient enrichir  prochainement

les possibilités de diagnostiquer plus finement et de prendre en charge de manière

plus appropriée diverses situations cliniques.

Nous espérons que l’introduction dans notre laboratoire d’un test standardisé, tel que

celui proposé sur les automates St-Genesia va nous permettre d’apporter au patient

une plus-value dans l’exploration plus globale d’un déséquilibre de la balance de

coagulation  présent  dans  de  nombreuses  situations  cliniques,  dont  quelques

exemples sont repris ci-dessous. Cet automate permet de réaliser les analyses de

manière  automatisée,  standardisée  et  en  rendant  les  résultats  de  manière

normalisée. Moyennant quelques améliorations techniques, notamment en termes de

praticabilité  et  vitesse  d’exécution,  il  permettrait  d’implémenter  le  TGT  dans  les

laboratoires de biologie clinique avec un résultat quasiment en temps réel. Bien sûr

une  standardisation  des  conditions  préanalytiques  est  également  indispensable,

comme  précédemment  évoqué.  Cet  automate  a  fait  actuellement  l’objet  d’une

évaluation au sein de notre laboratoire avec établissement de valeurs usuelles chez

l’enfant et l’adulte. Des résultats préliminaires ont été présentés au congrès de la
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société  belge  de  thrombose  et  d’hémostase  en  2019263.  Les  résultats  étant

prometteurs, l’automate est en cours d’évaluation dans diverses situations cliniques

rencontrées.  Ainsi  son  intérêt,  par  rapport  à  un  questionnaire  de  diathèse

hémorragique standardisé, dans le dépistage préopératoire du risque hémorragique

de l’adulte subissant  une intervention à haut risque de saignement,  est en cours

d’évaluation. Une étude est aussi en cours afin de comparer les performances du

ST-Genesia avec la méthode classique CAT, utilisée jusqu’à présent dans la cohorte

d’hémophiles suivie à l’HUDERF. Enfin l’étude du profil prothrombotique de patients

COVID-19, lors de leur passage par le service des urgences et ce en dehors de toute

thérapie anticoagulante, fait l’objet d’un mémoire de fin d’étude.

Parmi  les  situations  cliniques  à  explorer,  un  domaine  qui  évolue  énormément  à

l’heure actuelle est celui du traitement de l’hémophilie. En effet, à l’heure actuelle, il

ne s’agit plus d’administrer la même dose standard de produit à tous les patients,

mais chacun d’entre eux doit recevoir la dose qui lui convient en fonction de son

profil  propre de saignement et notamment,  de son activité physique. On parle de

traitement  personnalisé.  À  l’avenir,  nous  espérons  utiliser  le  TGT  comme  outil

d’adaptation du traitement personnalisé de l’hémophile. En effet, le seul taux de FVIII

ne reflète pas de manière fidèle le phénotype clinique de ces patients alors que le

TGT le prédit de manière plus fidèle. En effet, à taux égal en FVIII, des patients vont

plus saigner que d’autres264. Dans une étude pilote réalisée chez des hémophiles

sévères, nous avons montré une corrélation entre le phénotype clinique et le TGT et

nous avons pu déterminer un seuil en-dessous duquel une adaptation thérapeutique

était nécessaire pour diminuer les saignements265,266. Une étude prospective est en

cours dans notre centre de suivi des hémophiles (HEMOWAB) afin d’inclure une plus

large cohorte de patients. Des résultats préliminaires ont déjà pu être exposés267.

Une autre application possible dans ce domaine est de déterminer la dose d’agents

« bypassants » (FEIBA ou Novoseven), permettant de traiter l’hémophile qui s’est

immunisé contre son traitement. Ces agents « bypassants » contiennent des facteurs

de  coagulation  activés  et  permettent  de  rétablir  une  génération  de  thrombine

satisfaisante  en  contournant  l’administration  de  facteurs  substitutifs  contre  lequel

l’hémophile s’est immunisé et qui sont par conséquent devenus inefficaces268.
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Une autre perspective intéressante est l’exploration de la maladie thromboembolique

veineuse. La maladie thromboembolique veineuse est une affection très fréquente

avec une incidence dans la population adulte d’environ 1/1000. Elle augmente avec

l’âge  pour  atteindre  3/1000  après  70  ans.  Cette  maladie  constitue  un  véritable

problème de santé publique, si  on considère le vieillissement de la population, la

fréquence des récidives (5 à 7% par an) et les séquelles de cette maladie qui sont

graves dans 5 à 10% des cas269.  Les possibilités de diagnostic  biologique de la

thrombophilie sont limitées, les tests de coagulation de routine (aPTT, PT) ne sont

pas sensibles aux états prothrombotiques, les tests existants sont axés sur le dosage

individuels de  facteurs sans vision globale du processus hémostatique dans son

ensemble  Il  s’agit  des  anticoagulants  physiologiques  protéine  C,  protéine  S,

antithrombine, de la mise en évidence d’un excès de facteurs procoagulants comme

le FVIII, de la mise en évidence des anticorps antiphospholipides, de la résistance à

la protéine C activée et du dépistage des mutations génétiques courantes (recherche

de FV Leiden, de mutation de la prothrombine). De plus, ils n’identifient un facteur de

risque  que  pour  50%  seulement  des  patients  avec  événements

thromboemboliques270. La mise en évidence d’un phénotype prothrombotique global,

grâce  au  test  de  génération  de  thrombine,  reflétant  la  balance  réelle  entre

procoagulants et anticoagulants chez un même individu serait d’une grande utilité

clinique  dans  le  cas  où  les  bilans  classiques  ne  sont  pas  informatifs  sur  une

prédisposition ou en cas de récidive de ET. Nous espérons développer cet aspect

dans une perspective future.

En rapport avec la pandémie récente, nous souhaitons explorer l’hypercoagulabilité

associée au SARS-COV-2. Ce sujet a déjà été traité par d’autres équipes. Ainsi une

équipe a comparé en TGT des patients sévères COVID-19 en soins intensifs et ceux

moins sévères en unité classique. L’étude ne met pas en évidence de différence

significative entre ces deux cohortes en termes d’ETP, pic et vélocité, et ce même en

présence de TM271. Deux autres études ont montré une génération de thrombine, non

abaissée  chez  des  patients  en  soins  intensifs  ou  en  salle  de  médecine  interne,

malgré  l’instauration  d’une  thromboprophylaxie272,273 à  l’héparine,  ce  qui  pourrait

expliquer la survenue des thromboses chez ce type de patients, même anticoagulés.

Le  manque  de  standardisation  précédemment  décrit  rend  la  comparaison  des

résultats malaisée. Ainsi, l’une des équipes (celle de Dargaud273) a utilisé un réactif
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hautement  dosé  en  FT  (20  pM),  réactif  plutôt  adapté  au  suivi  des  traitements

anticoagulants qu’à la mise en évidence d’état prothrombotique. L’équipe de Lisman

a quant à elle utilisé un réactif avec 5 pM de FT. Ces deux équipes ont aussi étudié

la  coagulation  par  viscoélastométrie  de  ces  patients272.  Dargaud  montre  qu’en

présence de t-PA les patients ont un profil d’hypofibrinolyse, ce qui correspond aux

données  actuelles  sur  la  coagulopathie  associée  au  COVID,  pour  laquelle  une

inhibition de la fibrinolyse a été décrite273. L’exploration de cette pathologie par une

technique plus standardisée, par exemple, à l’aide de l’automate Genesia, pourrait

peut-être réconcilier les deux points de vue.

La caractérisation des états prothrombotiques des cancers est  aussi  un domaine

intéressant qui pourrait faire l’objet d’étude au sein de notre laboratoire. En effet, le

cancer prédispose à la thrombose et le développement de la tumeur est facilité par

un  état  hypercoagulable  qu’il  induit.  L’hypercoagulabilité  dans  le  cancer  est  un

processus  multifactoriel  qui  implique  des  mécanismes  procoagulants  à  la  fois

physiques et biochimiques. La compression des vaisseaux par la tumeur induit une

stase  sanguine.  Les  parois  des  vaisseaux  sont  endommagées  par  l’invasion

tumorale, la chimiothérapie, la chirurgie et la mise en place de cathéters. Les cellules

tumorales  peuvent  exprimer  des  protéines  hémostatiques,  des  cytokines

inflammatoires et des récepteurs d’adhésion. Ils interagissent avec les cellules hôtes,

comme les cellules endothéliales, les leucocytes, les plaquettes et conduisent à leur

activation ce qui déséquilibre la coagulation vers un état hypercoagulable274,275.

Le suivi thérapeutique des anticoagulants directs est en général non indiqué mais

peut s’avérer utile dans des situations particulières (poids extrêmes, polymédication,

saignements, événements thrombotiques sous anticoagulation, etc.)276. Les xabans

peuvent  être  suivis  par  mesure  de  l’activité  anti-Xa  moyennant  une  calibration

adaptée selon le médicament.  Cependant le résultat  fourni,  malgré une aide à la

prise en charge, ne reflète pas l’effet anticoagulant. Le TGT permettrait  de mieux

appréhender  cet  effet  mais  aussi  celui  des  antidotes  à  administrer  en  cas  de

saignement277.

La  coagulopathie  dans  la  cirrhose  entraine  un  risque  thrombotique  plutôt  qu’un

risque hémorragique. Ce phénotype a été caractérisé grâce à l’utilisation du TGT en

présence de TM mettant  en  évidence un effet  réduit  de  la  TM et  un  phénotype
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hypercoagulable278. Ce profil s’explique probablement par une déficience acquise en

antithrombine  et  protéine  C  et  des  taux  élevés  de  FVIII.  Cependant  en  cas  de

cirrhose décompensée, le profil clinique évolue vers une tendance hémorragique. Le

TGT permettrait un suivi personnalisé des patients cirrhotiques et de détecter cette

évolution clinique.

L’influence de facteurs individuels sur le potentiel hémostatique du patient est aussi

un large champ possible d’investigation. Pour ne citer que lui, des études ont montré

que le microbiote intestinal a une influence sur l’hémostase et plus particulièrement

sur les thromboses artérielles279.  L’influence sur la thrombose veineuse a été peu

étudiée. Mohammed et al. a montré qu’après une transplantation de microbiote fécal

chez  des  patients  avec  syndrome  métabolique  le  temps  de  latence  du  TGT  se

prolongeait280.

Toutes ces applications sont des champs d’exploration bien réels, puisque ceux-ci

sont incomplètement compris. Mais la question finale reste posée : à quoi devrait

répondre les tests du futur ? Les tests de coagulation idéaux devraient combiner à la

fois les avantages des tests classiques en termes de rapidité, de standardisation,

d’automatisation et de praticabilité dans un laboratoire de routine et ceux des tests

globaux par leur approche plus exhaustive du processus hémostatique à l’échelon

individuel. Si le test est intégré dans le laboratoire de biologie clinique, il devra être

approuvé par les autorités régulatrices et obtenir un remboursement de l’assurance

des soins de santé. Les coûts de ces tests globaux restent élevés (plus de 15 euros

par  condition analytique)  par  rapport  aux tests  classiques,  leur  usage devra être

réservé à des situations cliniques bien ciblées. Le test global CWA, et son adaptation

FibWave,  peu  couteuse,  pourrait  être  prometteur  dans  le  contexte  de  la

rationalisation des coûts.

L’approche  de  la  génération  de  thrombine  en  sang  total  intégrant  tous  les

composants  sanguins,  est  déjà  en  développement.  Les  tests  parfaits  devraient

prendre en compte les conditions de flux sanguin, les interactions endothéliales, la

phase plaquettaire, la température, le pH du sang des patients : une utopie ?
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7.3 Utilisation d’un test de viscoélasticité (ROTEM) en chirurgie cardiaque et
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