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Résumé :

L’aspirine est I’anti-plaquettaire le plus largement prescrit a la phase aigu€ de 1’accident
vasculaire cérébral (AVC) ischémique. Cependant, la survenue de récidives, malgré cette
prescription, est fréquente. La description de I’effet de 1’aspirine sur 1’activité plaquettaire
durant cette phase n’a jamais ¢été réalisée. Elle pourrait mettre en évidence une moindre
réponse plaquettaire et aider a établir de nouvelles stratégies thérapeutiques.

Cinquante patients, ont recu par voie orale 300 mg d’aspirine, suite a un AVC ischémique.
Ensuite, des prélévements sanguins ont été réalisés : entre 2 et 3 heures (T1), entre 23 et 24
heures (T2) apres la prise d’aspirine et, pour des patients déja traités quotidiennement par une
dose inférieure, avant la prise d’aspirine (T0). Les concentrations sériques de thromboxane
(TX) B2 ont été mesurées, ainsi que les agrégations induites par I’acide arachidonique, par le
collagene a la concentration de 2pg/L (Col2) et 20 ug/L (Col20). Afin de diminuer 1’effet des
variations de condition d’expérience, les résultats pour Col2 ont été rapportés a ceux pour
Col20 (Col2/20).

Tous les patients ont présenté une réponse a |’aspirine visible a T1 avec de plus, des
concentrations de TXB, abaissées en comparaison a TO. Il existe une récupération de
I’activité plaquettaire a T2 comparée a T1, montrée par les concentrations de TXB, et le
rapport Col2/20.

La dose orale de 300 mg d’aspirine, donnée a la phase aigué de I’AVC, entraine une
inhibition plaquettaire, mais avec une récupération visible sur 24 heures. Pour les patients
déja traités quotidiennement par une dose inférieure, elle permet de compléter 1’inhibition de
la voie TXA; dépendante.

Mots clés

Accident vasculaire cérébral ischémique

Plaquettes

Aspirine
Anti-plaquettaire



Laboratory effect of aspirin on platelet activity during ischemic stroke.

Summary :

Aspirin is the most commonly used antiplatelet treatment during the acute phase of cerebral
ischemic events. But, despite this protection, early ischemic recurrences are frequent, and
considered as clinical failures of this therapy.

We studied laboratory parameters of the first 300 mg oral dose of aspirin given, within 48
hours, after ischemic cerebral event. Fifty patients were included. For all patients, two blood
sampling were performed, the first, during the third hour after aspirin intake (T1) and the
second during the twenty-fourth hour (T2). For patients already treated with a daily dose of
aspirin, a supplementary withdrawn was done before aspirin intake (TO). Platelet reactivity
was studied on the basis of serum thromboxane (TX) B, levels and light transmission
aggregometry after stimulation of platelet-rich plasma by acid arachidonic and collagen
2ug/mL reported to results with collagen 20 pg/mL (ratio Col2/20).

Inhibition of platelet activity was observed, at T1, for all patients. There is a significant
increase of TXB, values, and of relative values of the ratio Col2/20, at T2 as compared to T1.
For already aspirin treated patients, there is a significant decrease of TXB, levels at T1 as
compared to TO.

There is a platelet reactivity recovery within 24 hours, following the first 300 mg oral dose of
aspirin, during the acute phase of a cerebral ischemic event, and demonstrated by TXB; levels
and ratio Col2/20. This fact would favour early ischemic recurrences. However, this dose is
able to complete the inhibition of the TXA, pathway for already aspirin treated patients.

Key words:

Ischemic stroke

Platelets

Aspirin
Antiplatelet treatment
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Liste des abréviations

AA : Acide Arachidonique

AINS : Anti-inflammatoire Non Stéroidiens

AVC : Accident Vasculaire Cérébral

Col2 : Collagéne 2pg/mL

Col10 : Collagéne 10pg/mL

Col20 : Collagene 20pug/mL

Col2/10 : Rapport Collagene 2pug/mL / Collagéne 10pg/mL
Col2/20 : Rapport Collagéne 2pg/mL / Collagéne 20ug/mL
Cox : Cycloxygénase

GP : Glycoprotéine

IRMc : Imagerie par Résonance Magnétique Cérébrale
PARs : Protease-Activated Receptors

PG : Prostaglandine

PPP : Plasma Pauvre en Plaquettes

PRP : Plasma Riche en Plaquettes

RCS : Rabbit aorta Contracting Substance

TDMc : Tomodensitométrie Cérébrale

TE : Thrombocytémie essentielle

TIH : Thrombopénie Induite a I’Héparine

TX : Thromboxane.

UNYV : Unité Neuro-Vasculaire



I. Introduction

L’accident vasculaire cérébral (AVC) ischémique est actuellement I'une des pathologies les
plus fréquentes, et les plus graves que nous connaissons. Ses conséquences, que ce soit a
I’échelle individuelle du patient, ou de la collectivité sont dramatiques. Les axes principaux
de lutte contre ce fléau sont la prévention primaire, en insistant sur 1’é¢ducation et
I’enseignement des régles hygiéno-diététiques a la population, la prévention secondaire,
débutant des les premiéres heures et, enfin, la prise en charge du patient handicapé. La phase
aigué€ du traitement de ’AVC est certainement la plus importante, et de sa qualit¢ dépendent
les chances de survie et de récupération du patient. L’action rapide du thérapeute doit tendre
vers une reperméabilisation rapide du vaisseau, et une protection des neurones en cours
d’ischémie. Le développement des wunités neuro-vasculaires (UNV), I’emploi de
thrombolytiques ont bien montré que 1’avenir des patients dépend de cette période. Les
récidives ischémiques cérébrales, ou dans d’autres territoires artériels peuvent survenir trés
précocement, et démontrent que la prévention secondaire doit étre envisagée le plus
rapidement possible apres la survenue de I’AVC. Cette prévention passe par I’administration
d’aspirine dés confirmation de la nature ischémique de 1’accident. Si cette stratégie réduit le
risque de récidive, la protection est loin d’étre complete. Or, ’effet biologique de cette
premicre dose d’aspirine n’a jamais ¢été¢ étudié. Nous proposons de décrire 1’effet sur les
plaquettes de la premicre dose orale de 300 mg d’aspirine donnée a la phase aigué¢ de I’AVC
ischémique. L’effet sera mesuré a 2 temps distincts afin de détecter une récupération de
I’activité plaquettaire, avant la seconde dose donnée habituellement 24 heures plus tard. Les
patients présentant I’AVC, alors qu’ils étaient déja traités par une dose quotidienne d’aspirine
inférieure a 300mg, seront également inclus pour évaluer I’utilité¢ de la dose orale, donnée en
aigu, dans ce cas précis. Cette ¢tude pourrait permettre de comprendre les mécanismes de

moindre réponse plaquettaire a 1’aspirine qui participeraient aux récidives ischémiques



précoces. D’autres stratégies thérapeutiques pourraient étre proposées a cette période cruciale
qui conditionne le devenir du patient. Nous nous sommes ¢également intéressés au cas
particulier de patients présentant un AVC ischémique dans un contexte de thrombocytémie
essentielle (TE), en nous interrogeant sur la meilleure prévention secondaire. Ce type de
recherche entre dans le cadre du plan AVC 2010-2014, conduit par la Haute Autorité de

Santé, et qui vise a optimiser le traitement des patients victimes d’AVC.

II. L’accident vasculaire cérébral

1. L’état des lieux : une pathologie grave et fréquente

L’AVC peut se définir par une dysfonction du systéme nerveux central due a une interruption
de la circulation sanguine.

I1 peut-€tre ischémique, dans 85 % des cas, du a un embole empéchant la circulation sanguine,
ou bien hémorragique, dans 15% des cas, par rupture intra parenchymateuse du vaisseau
sanguin, pouvant entrainer une hypertension intracranienne avec déces rapide du patient.

Il s’agit d’un grave probléme de santé publique. Tous les médecins sont confrontés a cette
pathologie. L’incidence annuelle estimée, en France, est de 150 000 cas/an. Spontanément,
25% des patients vont rapidement décéder, en faisant la 3™ cause de décés en France, 25%
récuperent de leur déficit sans séquelles, et 50% gardent un déficit définitif, le plagant a la
premiere place des causes de handicap. Seulement 40% des patients actifs peuvent reprendre,
a terme, leur poste de travail. La moiti¢ des patients présentent une dépression dans I’année
qui suit, et 25% seront atteints d’'une démence vasculaire dans les 5 ans. Les conséquences
économiques qui en découlent sont dramatiques : environ 225 000 dollars US pour un premier

AVC jusqu’a la mort du patient, en additionnant le cott direct et la perte de productivité (1-3).
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2. Les solutions proposées

Afin de diminuer I’impact de cette pathologie, des efforts ont été faits a partir des années 90,
en s’intéressant plus particulierement aux soins donnés a la phase aigué, c'est-a-dire dans les
jours, et méme dans les premieres heures, qui suivent I’accident.

La création d’UNV a permis aux patients d’accéder a une prise en charge neurologique
spécialisée, avec un personnel médical et paramédical formé a la pathologie neuro-vasculaire,
et au handicap. Ceci a permis de faire régresser la mortalité et la morbidit¢ de 20%, en
comparaison au traitement en service de Neurologie générale (4).

L’aveénement du traitement thrombolytique intra veineux, instauré dans les 4H30 qui suivent
les symptomes, permet la reperméabilisation précoce du vaisseau dans I’AVC ischémique.
L’¢tude ECASS III (5) montre que ce traitement, adjoint aux mesures d’UNV, permet a prés
de 50% des patients traités d’€tre valides et autonomes apres 3 mois. La thrombectomie et la
thrombolyse par voie angiographique (6) peuvent compléter la voie intra veineuse et ¢largir la
fenétre thérapeutique jusqu’a 6 heures. Ce traitement concerne actuellement 10 a 15% des
patients de I’'UNV de Nancy. L’emploi des anti-plaquettaires durant cette phase est une part

importante de la stratégie thérapeutique.

3. Emploi des anti-plaquettaires pour le traitement de I’AVC ischémique

L’aspirine est actuellement I'un des traitements les plus utilisés dans la prévention des
accidents ischémiques artériels (7,8). Une méta analyse (9), regroupant plus de 287 essais
cliniques, montre que les anti-plaquettaires (la majorité des patients étaient traités par
aspirine) réduisent approximativement de 23% le risque relatif d’AVC ischémique,
d’infarctus du myocarde et de mort vasculaire pour des patients atteints de maladies cardio- et
cérébro-vasculaires. Pour la prévention secondaire au long terme, son action anti-plaquettaire
semble surtout utile pour prévenir les emboles d’origine athéromateuse, ou embole d’arteére a

artere (10,11). Les anti-coagulants sont, eux, recommandés dans le cadre des cardiopathies
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emboligénes. D’autres anti-plaquettaires peuvent-&tre utilisés. L’emploi du clopidogrel (12)
ou de D’association dypiridamole et aspirine (13) montre un bénéfice modéré dans la
prévention secondaire des événements ischémiques, en comparaison avec 1’aspirine seule. Le
bénéfice obtenu par 1’association de 1’aspirine avec le clopidogrel est contre balancé par la
survenue d’accidents hémorragiques (14). Cependant, 1’aspirine est actuellement le seul anti-
plaquettaire utilisé a la phase aigué¢ de I’AVC ischémique. Trois études se sont intéressées a
son action durant cette phase: IST (15) et CAST (16) durant les 48 heures qui suivent
I’évenement et MAST-I (17) durant les 6 premieres heures, pour des doses de 160 et 300 mg.
Ces ¢études regroupent 60 000 patients et montrent que 1’administration d’aspirine pendant
cette phase permet d’éviter 9 AVC ischémiques et déces pour 1000 patients traités durant le
premier mois. Les récidives ischémiques ne sont pas rares, malgré ce traitement, et
concerneraient 7% des AIT et des AVC ischémiques mineurs pour les 7 premiers jours et
jusqu’a 11% le premier mois (18). La dose de 300mg d’aspirine est également donnée, en
pratique courante, pour des patients présentant I’AVC ischémique alors qu’ils étaient déja
traités par une dose quotidienne, en général, inférieure. L’utilité de cette pratique n’a jamais

été évaluée.

III. L’aspirine
1. Histoire de I’aspirine

Celle-ci commence dans I’antiquité, ou les thérapeutes grecques, tels Hippocrate et Galien, se
servaient des propriétés analgésiques de certaines plantes, dont 1’écorce de saule (19,20).
Galien fut le premier a décrire les effets anti-pyrétiques et anti-inflammatoires de 1’écorce de
saule. Ces observations furent confortées par celles des Assyriens et des Egyptiens. Bien que
les anciens physiciens n’aient pas les moyens de comprendre comment 1’écorce de saule
pouvait soulager les patients, elle fut largement prescrite. Dioscoride, médecin au premier

siécle de notre ére, utilisait des décoctions de feuilles et d’écorce de saule contre « la
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podagre », c'est-a-dire la goutte. Cette connaissance se répandit dans le monde entier,
entrainant une confusion entre I’écorce de saule de nos pays, contenant la salicine, et I’écorce
d’arbres de pays lointains, ayant un gotit voisin avec des propri€tés antipyrétiques, contenant
la quinine. En 1633, un moine, nomm¢é Calancha, vivant au Pérou, décrivit les soins apportés
contre la fievre par des écorces d’arbre réduites en poudre. Des jésuites I’importérent en
Europe, sous le nom d’écorce du Pérou, et fut utilisée pendant 2 si¢cles sans que 1’on sache
qu’il s’agissait des effets de la quinine.

La premiere description scientifique de 1’utilisation médicale de 1’écorce de saule fut réalisée
par le Reverand Edward Stone en 1763. En traitant 50 patients atteints de paludisme, il
montrait que 1’écorce de saule blanc avait les mémes propriétés que 1’écorce du Pérou. Ainsi
I’écorce du saule blanc succéda a celle du Pérou, plus rare et plus colteuse. Le développement
de la biochimie au 19°™ siécle permit a Fontana en 1825 et, a Henri Leroux en 1826, d’isoler
la salicine de I’écorce de saule blanc. En 1838, Raffacle Piria prépara 1’acide salicylique a
partir de la salicine. En 1874, Mac Legan démontrait 1’effet anti-pyrétique, analgésique et
anti-inflammatoire des salicylates dans le rhumatisme articulaire aigu, mais au prix d’effets
indésirables, dont un golt fort désagréable et une trés mauvaise tolérance gastrique. La
solution fut découverte par un chimiste francgais, Charles Frederic Gehrardt, qui réalisa
I’acétylation du salicylate pour produire I’acide acétylsalicylique (fig 1). Le procédé était,

cependant, long et complexe et sa mort, 3 ans plus tard, laissa sa découverte inexploitée.

COOH

T

[ B

Figure 1 : Formule de l’acide acétylsalicylique
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En 1887, 40 ans plus tard, Felix Hoffmann, chimiste allemand, travaillant pour la firme
Bayer, désireux de soulager son pere, atteint de rhumatisme articulaire et ne supportant plus
I’acide salycilique, repris les travaux de Gehrardt et parvint a établir une nouvelle méthode de
production de 1’acide acétylsalicylique. Il montra qu’il avait les mémes propriétés que les
salicylates. Le nom commercial donné fut « aspirine » : la syllabe « spir» rappelait que
I’acide salicylique provenait cette fois, non pas d’écorces de saule, mais de plantes spirées, la
lettre « a » rappelait I’acétylation et le suffixe « ine » fut ajouter comme pour la plupart des

composés chimiques.

Félix HOFFMANN

Plante spirée ou Reines des Prés
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La firme Bayer ne crut pas de suite aux bienfaits de 1’aspirine, préférant développer un nouvel
anti-tussif : I’héroine. Cependant, 1’appui d’Arthur Eichengruen, chargé du développement

des nouveaux produits chez Bayer, permit a I’aspirine d’étre commercialisée en 1899.

Aspirine Bayer

A la fin de la premiére guerre mondiale, I’aspirine fut trés largement prescrite et les enjeux
commerciaux furent trés importants, a tel point qu’elle fit I’objet de négociations lors du traité
de Versailles. Le traité stipula que la marque et le procédé de fabrication appartiendraient au
domaine public. En 1919, les alliés obtinrent de la firme Bayer qu’elle leur céde le brevet au
titre des dommages de guerre : elle inonde alors la planéte.

Le Dr Lawrence L Craven montra dans les années 50 que I’aspirine, prise en doses

quotidiennes, réduisait la survenue d’infarctus du myocarde et d’accidents vasculaires
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cérébraux. Au début des années 60, Harvey J. Weiss posait la question suivante « 1’aspirine
affecte-t-elle les plaquettes ? ». En 1982, Sir John Vane et Priscilla Piper recurent le prix
Nobel de Médecine pour leurs recherches a propos de substances délivrées par les organes
pendant les réactions anaphylactiques. Il s’agissait des prostaglandines (PG) et d’une autre
molécule «rabbit aorta contracting substance » (RCS) qui fut nommée par la suite
thromboxane (TX) A,. Ils montrérent que ’aspirine était capable d’inhiber la production de
PG et de RCS. Smith et Willis vérifierent I’hypothése chez 1’étre humain. Roth et al en 1975
(21) montrérent I’acétylation de la cycloxygenase (COX)1 par I’aspirine, avec inhibition

irréversible.

2. L’action de I’aspirine

L’aspirine inhibe I’activité des PG H synthases 1 et 2, appelées aussi COX 1 et 2 (22) (fig 2).
Elle bloque la poche catalytique de la COX en acétylant un résidu sérine 529, empéchant son
action sur 1’acide arachidonique (AA). L’inhibition de la COX est irréversible (23,24). La
COXI est présente de fagon constitutive dans les plaquettes. Elle permet, a partir de I’AA, la
production de PGH,, précurseur du TXA,. Le TXA, active les plaquettes, provoque la
vasoconstriction et amplifie sa propre production. La COX2 est inductible, trouvée dans les
cellules nucléées comme 1’endothélium, ou dans les monocytes. Sa présence dans les
plaquettes est contreversée. Elle est impliquée dans la synthése de PG médiatrices de
I’inflammation, de PGI,, induisant une vasodilatation, et de facon moindre, de TXA,.

L’action inhibitrice de 1’aspirine serait beaucoup plus importante pour la COX1 que pour la
COX2. L’aspirine est rapidement absorbée dans 1’estomac et la partie supérieure de I’intestin.
Le pic plasmatique est atteint 30 & 40 minutes apres ingestion, pour les formes galéniques
standart non « gastro résistantes », et I’inhibition des fonctions plaquettaires est obtenue
aprés 1h (22). Sa demie vie est courte (15 a 20 minutes) mais son action a long terme est

assurée par le blocage irréversible de la COX. Une dose quotidienne de 75 a 150 mg suffit a
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diminuer significativement le risque d’épisode thrombotique artériel en bloquant la COX
plaquettaire synthétisée chaque jour. Cependant, une dose plus élevée de 150 a 300 mg est

recommandée a la phase aigué d’un accident thrombotique artériel (9).

Acide Arachidonique

COX1 COX2
N ASPIRINE "=
TX A, PGl,
Agrégation plaguettaire Inhibe agrégation plaquettaire
Vasodilatation

Figure 2 : Synthése du TXA; et mécanisme d’action de [’aspirine.

3. Examens de biologie médicale utilisés pour apprécier la réponse aux

anti-plaquettaires

Il n’y a pas de surveillance biologique utilisable en pratique courante pour déterminer
I’intensité de 1’effet anti-plaquettaire, mais ce retentissement biologique est bien étudié. Ces

tests ne sont pas référencés dans la nomenclature des actes de biologie médicale.

L’agrégation photométrique (variation de transmission lumineuse) est un test réalis¢ dans
les laboratoires spécialisés qui permet d’explorer le fonctionnement plaquettaire avec un
plasma riche en plaquettes (PRP) anticoagulé¢ avec du citrate puis stimulé par différents

agonistes (collagéne, ADP, AA...). Les principaux anti-plaquettaires induisent une
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thrombopathie caractéristique (25). L’aspirine inhibe fortement la réponse a ’AA (fig 3) et
I’agrégation dite secondaire (dépendant de la syntheése de TX par les plaquettes activées par
I’ADP ou le collagéne a faible concentration). La réponse aux fortes concentrations de

collagene est préservée, il en est de méme quand les plaquettes sont stimulées via leur

récepteur a la thrombine.

Informations
Voie N°1: colfag{eneE Hg/mL Voie N 5. Collagene 11U pg/imL
Voie N°2: ADP 5 pM
Voie N°3: adrénaline 6pm Voie N°7: adrénaline 10um
Voie N°4: ac arachidonique 1,39 mM Vole N°8: ristocétine 1,5 mg/mL
Numeration Plaquettaire: NP PRP 369 G/L (ADVIA) N° Lot:
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Figure 3 : Profil typique d’agrégation plaquettaire photométrique lors d’un traitement par
aspirine. Agrégomeétre Soderel medical®.

Plus récemment, un test fondé sur le principe de 1’agrégation photométrique, mais réalisé en
sang total, et avec une cartouche de réactif spécialement dédiée a la réponse a I’aspirine, a été
commercialisé (VerifyNow®, Accumetrics ) (26). Ce test développé pour étre réalisé au lit
du malade, consiste a quantifier la capacité des plaquettes, aprés stimulation a I’AA, a se lier a
des billes couvertes de fibrinogéne. La méthode de détection est basée sur la transmission

d’un faisceau lumineux et le résultat est exprimé en ARU (Aspirin Reaction Units) avec un
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seuil fix¢é par le fabricant a 550 ARU, seuil (27) au-dela duquel le patient peut étre considéré
comme mauvais répondeur. Ce test n’explore que la réponse a 1’aspirine, sans étre spécifique,
sur la base de la réactivité a I’AA, effet ¢lémentaire, et ne prend donc pas en compte la
réactivité plaquettaire résiduelle.
Parmi les autres tests fonctionnels qui peuvent étre utilisés pour apprécier le retentissement
biologique de 1’aspirine, sont trouvés :
- des tests globaux d’exploration de 1’hémostase primaire avec une importante variabilité
interindividuelle de sensibilité :

- temps de saignement in vivo

- PFA-100 ex vivo qui consiste a mesurer avec du sang total, anticoagulé par du
citrate, soumis a des contraintes de cisaillement, le temps d’occlusion d’un orifice au centre
d’une membrane couverte d’'un mélange de collagéne/ADP ou de collageéne/épinéphrine.
- des tests permettant d’apprécier la réactivité plaquettaire par cytométrie en flux : mesure de
I’expression membranaire de la P-sélectine notamment, qui est une glycoprotéine peu
exprimée lorsque la plaquette est a I’état quiescent, et surexprimée apreés activation
plaquettaire et sécrétion de granules o.
- des tests se proposent de mesurer la réponse a 1’aspirine en n’explorant pas la fonctionnalité
plaquettaire mais sa capacité résiduelle de synthése du TXA, par dosage de ses métabolites.
Le TXA; est un composé tres instable et rapidement métabolisé.

- mesure du TXB; dans le sérum apres stimulation maximale in vitro des plaquettes
par la thrombine lors de la coagulation du sang total.

- mesure du 11-déhydro TXB, urinaire reflétant I’ensemble du TX généré in vivo,

cependant, quelle qu’en soit les sources (plaquettaires et extra-plaquettaires).
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IV. Variabilité de réponse a I’aspirine
1. Définition

Helgason et al (28,29) ont fait naitre le concept, dans le domaine neuro-vasculaire, de
« résistance a 1’aspirine » montrant des variabilités de réponse plaquettaire, mesurée par
agrégométrie photométrique, en fonction de la dose et de la durée de prescription. Puis
d’autres travaux ont tenté¢ de démontrer qu’une mauvaise réponse plaquettaire a 1’aspirine,
mesurée par des examens biologiques ex vivo, est associée a un risque important de survenue
d’un épisode thrombotique artériel. Cependant, les tests utilisés sont différents entre les
¢tudes. Dans une population de patients traités par une dose quotidienne d’aspirine, en
prévention secondaire de I’AVC ischémique, Grotemeyer et al (30) détectaient, sur un suivi
de 2 ans, 40 % de récidives thrombotiques artérielles en cas de mauvaise réponse plaquettaire
biologique, contre 4 % en cas de bonne réponse. En utilisant 1’agrégométrie photométrique
pour définir la réponse plaquettaire, Gum et al (31) trouvaient 24 % de récidives cliniques
dans un groupe de patients avec mauvaise réponse, contre 10 % dans un groupe avec une
bonne réponse. Eikelboom et al (32) montraient, pour une population traitée quotidiennement
par aspirine en prévention secondaire d’un éveénement cardio-vasculaire, que 1’élimination
urinaire de 11 déhydro TXB; était un facteur prédictif de survenue d’infarctus du myocarde et
de mort cardio-vasculaire. Grundmann et al (33) trouvaient 34 % de patients avec une
mauvaise réponse plaquettaire a 1’aspirine, mesurée par PFA 100, dans une population de
patients venant de présenter un AVC ischémique. Plus récemment, Gengo et al (34)
mesuraient, par agrégométriec photométrique, la réponse plaquettaire a [’aspirine d’une
population de patients traités, depuis au moins 2 semaines, suite a un AVC ischémique. Parmi
ceux qui avaient présenté une récidive, 66% avaient une mauvaise réponse biologique. Le
concept de résistance a 1’aspirine reste donc trés imprécis. Elle inclue a la fois des épisodes

thrombotiques artériels chez des patients traités par aspirine, et des variabilités de réponse
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plaquettaire a 1’aspirine mesurées par différents examens biologiques ex vivo différents. Pour
les études citées, la définition de « la résistance biologique » est trés variable rendant ainsi les
méta-analyses difficiles : une seule a été réalisée (35) montrant une association positive entre

les événements cliniques et les résultats des tests biologiques.

2. Les différents types de mécanisme de moindre réponse plaquettaire a
I’aspirine
Plusieurs types de moindre réponse a 1’aspirine sont différenciés (36) :

a. pharmacocinétique : L’aspirine n’atteint pas la COX1 et ne peut donc pas I’inhiber.
Tout mécanisme qui empéche 1’aspirine d’atteindre sa cible, de 1’absorption jusqu’au
site actif de la COXI1, est considéré comme une interaction pharmacocinétique.
Différents mécanismes sont possibles : le défaut d’absorption des formes gastro-
résistantes ou un blocage réversible du site actif de la COX1 par un anti-inflammatoire
non stéroidien (AINS) (24).

b. pharmacodynamique dépendante du TXA, : L’aspirine ne parvient pas a affecter
suffisamment la production de TXA; pour inhiber I’agrégation (37). La COXl1
pourrait étre plus ou moins sensible a I’aspirine, en dehors de toute interaction
pharmacocinétique, car étant, par exemple, mutée ou existante sous plusieurs
isoformes (38). Si la COX1 est bien inhibée par 1’aspirine, il existe d’autres moyens de
production de TXA,, comme la COX2, qui est moins sensible a 1’aspirine.

c¢. pharmacodynamique indépendante du TXA, : L’aspirine inhibe bien la production
de TXA, via le blocage de COX1. Cependant, I’agrégation est activée par d’autres
médiateurs, comme les isoprostanes, I’ADP ou la thrombine. La stimulation peut étre
assez forte pour que 1’agrégation ne soit pas affectée par le blocage de la synthese de

TXA,.
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3. Description des différents mécanismes possibles pour chaque type de
variabilité¢ de réponse plaquettaire

a. Mécanismes pharmacocinétiques
Il s’agit du plus fréquent (36). Le défaut d’observance du traitement est la premicre cause a
évoquer. La diminution de 1’absorption digestive peut étre incriminée, Alberts et al (39) ont
montré une réponse plaquettaire, mesurée par le PFA 100, moindre pour les formes « gastro-
résistantes » d’aspirine. Ces formes sont prescrites pour diminuer la toxicité gastrique de
I’aspirine, cependant, I’absorption a lieu dans I’intestin ou le pH est plus ¢élevé que dans
I’estomac. L’aspirine est alors inactivée par désacétylation et moins soluble, donc moins
absorbée. Le poids par augmentation du volume de distribution peut étre un facteur de
moindre réponse (40). La prise d’aspirine doit étre quotidienne afin de prendre en compte le
renouvellement plaquettaire (41). La prise concomitante d’AINS peut géner 1’action de
I’aspirine sur la COX : Catella-Lawson et al (24) ont montré qu’une dose d’ibuproféne,
administrée avant 1’aspirine, inhibe son action sur 1’agrégation plaquettaire. Ces données sont
confortées par Kurth et al (42) et Hudson et al (43) : I’ibuproféne diminue 1’effet protecteur de
I’aspirine contre I’infarctus du myocarde. Il provoque une inhibition compétitive de la COX1
sur le méme site que 1’aspirine mais le blocage, contrairement a 1’aspirine, est réversible. De
ce fait, I’ibuproféne bloque temporairement 1’acces de la COX1 a I’aspirine. L’aspirine, ayant
une demie vie trés courte, n’est plus présente dans la circulation quand le site actif de la
COXI1 est libéré par ’AINS. L’une des solutions serait de prendre 1’aspirine au moins 2

heures avant I’AINS.

b. Mécanismes pharmacodynamiques dépendant de la production de TXA,
Certains agissent en diminuant la sensibilité¢ de la COX 1 a I’aspirine et représentent de vrais

mécanismes de moindre réponse. Le polymorphisme du géne de la COX1 a souvent été
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étudié, dans I’hypothése d’une moindre réponse due a une modification du site actif de
I’enzyme. Cependant les données de la littérature sont contradictoires. Hillarp et al (44) ont
séquencé le géne de la COX1 de 68 patients venant de présenter un AVC ischémique malgré
un traitement par aspirine, et ont réalisé une agrégométrie photométrique avec le PRP de ces
patients. Si 14 variants furent identifiés, aucun ne semblait li¢ a une modification de
I’agrégabilité plaquettaire. L unique sujet étudié¢ par Fontana et al (45) montrant une « vraie
résistance » n’avait pas de mutation de COX1. Cependant, Faraday et al (46) ont montré un
possible lien héréditaire concernant la réponse plaquettaire a 1’aspirine, en étudiant 517
familles avec une atteinte coronaire chez des sujets jeunes. Maree et al (47) et Lepéntalo et al
(38) ont ¢étudi¢ I’agrégation plaquettaire chez des sujets avec une maladie cardio-vasculaire
stable, et avec une dose quotidienne d’aspirine. Les variations du gene de la COX1 semblent
moduler la réponse plaquettaire a I’aspirine. Cependant, 1’effectif de Lepéntalo et al est réduit,
ne s’appuyant que sur 5 patients avec une mauvaise réponse biologique a I’aspirine, et ces 2
¢tudes ne montrent aucune corrélation avec des événements cliniques. Enfin, Halushka et al
(48) ont montré qu’un polymorphisme du géne de la COX1 pourrait, cette fois, augmenter la
sensibilité de I’enzyme a 1’aspirine.

D’autres mécanismes agissent en produisant du TXA, par d’autres sources que la COX1 :

La COX2 est une enzyme inductible, trouvée dans les cellules nucléées dont les macrophages,
les monocytes et les cellules endothéliales. Elle est induite par des stimuli inflammatoires.
Elle peut conduire a la formation de PGH, de leucotri¢nes et d’isoprostanes. Les PGH2 sont
des précurseurs du TXA,. Les plaquettes, privées de I’action de COX1 par ’aspirine, pourront
cependant produire du TXA, grace a la synthése de PGH2 par la COX2 (49-51). Ainsi, la
COX2 agit en permettant la production de TXA, malgré I’inhibition de la COX1 et synthétise

d’autres composés favorisant 1’agrégation plaquettaire. Son action délétére dans I’ischémie
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cérébrale a ¢galement été montrée (52). Les mutations du gene de la COX2 ont également été

incriminées (53).

c¢. Voies d’activation plaquettaire indépendantes de la COX1 et de la production de
TXA,

Il ne s’agit pas de cibles de I’aspirine et ne peuvent donc pas étre qualifiées de vrais
mécanismes de moindre réponse (fig 4). La sécrétion de catécholamines, favorisée par
I’exercice physique, peut étre responsable d’une augmentation de I’activité plaquettaire (54-
56). Les catécholamines favorisent la libération d’ADP et son action sur 1’agrégation ainsi que
celle de la thrombine. Ces voies étant indépendantes de celle de la COX1, 1’aspirine est
inefficace pour les inhiber.
Les isoprostanes sont des isomeres des PG D, E, F. (fig 5). Ils naissent de I’oxydation des
lipides membranaires, comme 1’AA, par une voie indépendante des COX (57). Ces composés
induisent une vasoconstriction et une augmentation de 1’agrégabilité plaquettaire via les
récepteurs du TXA; (58,59). Leur production peut étre favorisée par le stress, le diabéte, le
tabac, 1I’hypercholestérolémie, I’hyperhomocystéinémie et le vieillissement. Des leucotriénes
pourraient avoir la méme action (60).
L’interaction des plaquettes avec d’autres cellules peut favoriser leur activation.
L’ajout d’érythrocytes dans le PRP de patients sous aspirine, accentue [’agrégation
plaquettaire par le collagéne, donc par des phénoménes TXA, indépendants (61-63). Leur
action est certainement multiple, car leur présence avec les plaquettes augmente les
concentrations de thromboglobuline, d’ADP, de TXA, (64) et de P-selectines qui contribuent
a I’interaction entre les plaquettes (65).
Les leucocytes peuvent se lier également aux plaquettes et favoriser I’agrégation. Des

complexes leucocytes/plaquettes sont trouvés de fagon plus importante a la phase aigué et a la
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convalescence de I’AVC ischémique et dans I’ischémie des membres inférieurs (66). Les
plaquettes peuvent produire des cytokines pro-inflammatoires et attirer des leucocytes sur le

site d’agrégation (67,68).

d. Mécanismes mixtes, dépendant ou pas de la production de TXA,
Des facteurs de risque cardio-vasculaires peuvent étre associés a une moins bonne réponse
plaquettaire a 1’aspirine (69): L’hypertension artérielle (70), le tabagisme (71,72),
I’hypercholestérolémie totale et le LDL cholesterol (73-75). L’implication du sexe masculin
reste discutée (76). La réponse plaquettaire a 1’aspirine est moins bonne pour les patients
diabétiques (77) : Watala et al (78) ont montré une bonne inhibition plaquettaire, ex vivo, par
I’aspirine pour 69% d’un groupe de sujets sains contre seulement 29% d’un groupe de sujets
atteints d’un diabete de type 2. Cette mauvaise réponse est surtout observée pour des
concentrations ¢élevées d’hémoglobine glyquée, de cholesterol total, des concentrations basses
de HDL cholesterol et pour les sujets jeunes, pour qui le renouvellement plaquettaire est plus
important. Les plaquettes du sujet diabétique sont plus grandes, avec une meilleure réactivité
aux agonistes de 1’agrégation, et ont plus de gycoprotéines (GP) IIb/Illa (77,78). Il existerait
une compétition entre 1’acétylation des protéines plaquettaires par 1’aspirine et la gycosylation
due a I’hyperglycémie (78). La COXI1 serait donc rendue moins sensible a I’acétylation de
’aspirine par phénomene de glycosylation. Des études in vitro montrent que 1’augmentation
des concentrations d’aspirine peut permettre de favoriser son action d’acétylation (79). Enfin,

I’hyperglycémie peut étre responsable de la production de TX et d’isoprostanes (80).
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Pharmacocinétiques. Pharmacodynamiques Pharmacodynamiques TXA,
TXA, dépendants. indépendants.
Défaut de compliance.* Mutation de COX1. Secrétions de catécholamines et
ADP et activation des récepteurs
Défaut d’absorption. Synthese de PGH, par P2.
Formes gastro-résistantes.* COX2.*

Volume de distribution.

Interactions
médicamenteuses : AINS.*

Diabéte : glycosylation de la
COXI.

Renouvellement plaquettaire.

Activation des récepteurs PARs
par la thrombine.

Isoprostanes.*

Interactions des plaquettes avec
érythrocytes et leucocytes.

Diabeéte : plaquettes de plus
grande taille avec plus de GP
IIb/II1a et production
isoprostanes.

* . causes démontrées.

Tableau 1 : Classification des mécanismes de variabilité de réponse plaquettaire a [’aspirine.
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Les différentes voies d’activation plaquettaire.

Thrombine

Récepteurs

GPlIb/Illa

TXA, ADP

|

Fibrinogene

Figure 4 : ’activation plaquettaire peut-étre réalisée par la liaison d’agonistes avec leurs

récepteurs respectifs entrainant la libération de TXA,, d’ADP et la liaison des récepteurs GP

11y-111, avec le fibrinogene.
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Figure 5 : représentation schématique des différentes voies de métabolisme de I’AA. (Figure
extraite de Ting et al, Journal of Biomedical Science 2010).

L’AA est libéré de la membrane phospholipidique par les phospholipases A et C. 1l est
métabolisé ensuite par les COX pour donner naissance au TXA;, vasoconstricteur et
activateur plaquettaire, et aux PGI , inhibitrices plaquettaires et vasodilatatrices. Des voies
annexes peuvent synthétiser des PGD, E et F, appelées isoprostanes capables de se lier aux

recepteurs Tp.
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SuMMary  ASPINI 1 [he IFSt-ne Oral AntpLIETelst orug Lo prevent INemBosmooi Arteral
OCCluAlons. ASPIFIN Imee Eraibly IniIBI O Ol o ygenase (COK) 1 eDlvid In the plateiel produc-
thon of thrombasane (TH) A, an Inducer of vasoconstriction mnd a platelet scthating sgent

Mscurnent vadCulsr events degyibe Aspirin InGake, combined with laboratony e bience of poor
antipiatelet effect, suggestod what has Deer calbed aspinin resistance’’. For clarty 's sake a
real aspirin reststance would be the absence of COX1 nkibition dwe bo intrinsic platelet Tac-
oS Pahich Nas never beon reported). What Mas besn described b (expectad) vanability. Cox1
inhinition can be InsulMclent to modify TX-d ependent platelet behaviour, Other agonists, the
production of sdhich does not Ineolve COX1, can stimulate TX-recepiors. The antiplatelet affect
of Eaplrin can be Wsulficlent for phammacokinetic of pharmacdy namic recons, the ater belng
further classifed as T -dependent or nol. f platelets are so reactive [hal responses are mong
TH-independent than normally, then nelther aspIin e sy diugd Acting on this patfvay can
dio the job, Thise mechaniemd should e better understood and dlagnosed, and this & the
preredquisite for the development of neser antiplateiet agents,

0 2008 Elsevher Masson 3AS. All rights resepved.

Introduction

L' aspiring @4t actusllement l& traltement per os de premiens
ligne powr la prévention des acoidents Bchémbgues artériels
[1,2]. Une méta-anatyss [1], regroupant plus de 780 essals
clingues, mantre que les ant iplaguettaires (la grande majo-
rité des patients dans le groupe & |"étude contre placebo
Etatent traltés par aspiring) réduisent approkimativement
de 23% le risque relatif d'accident vasculalre cénébral (AT}
tchimbgue, d'infarctus du nryocirde &t de mort vasculaine
pour des patients atbeints de maladies cardio- et chrébro-
vasculaires, La survenue &' dpisodes thrombotigues artériels
chex des patients déja traftés par aspirine n'est donc pas
rare et a fait naitre la notion de «- résistance & |"aspirine »
lorsque les premiéres etudes de laboratolre ont suggeré la
possibilie d'un effet rédult du traltement.

Ce concept s'est clarifié: les echecs clinigues sont des
épisodes thiombatiques artériels chez des patlients dé)s trmi-
L par aspirine ; Lo résistance biologigue est ectrime,
rarg, d'un spectre de vanabalité de réponse plaguettaine
bislogigue & I"aspirine mis en évidence exvivo par differents
types de tests. Falt capital, la cormélation entre les éve-
nements cliniques et les résultats des tests de laboratoire
est fortement suggérée mats pas totalement demontrée. La
compréhension des mécanlomes de réststance & |"aspirine
pourra conduire & "dentification de nouvelles cibles théra-
peutiques d'infibition du fanctionnement placuettaire,

L'action de |'aspirine

L"aspirine inhibe |'activité des prostaglandines (PG} H sym-
thases 1 et I, appelées auss] oyclooxygenases (0K 1 et 2
[4]. Elle blogue la poche catalytique de la C0X en acétylant
un residy sérne 579, empechant son action ser |'acide ara-
chadenigue, L inhibitten de La COX et Iméversible [5.6], La
COMY est présente de facon constitutive dans Les plaguettes.
Elle permet, & partir de 1 acide arachidonique, ls production
de PGH;, pricursedr du thromibosane [TR) A;. Le TXA,; active
les plaguettes, amplifie sa propre production et provoque
la wasoconstriction; clest wn systéme d amplification de
l"actvarion plaguettatre, La COXZ est inductible et trouves

dars les cellules nuclédes comme " endathédiom ou dans les
monocytes. S8 présence dans Les plagquetbes ext controver-
ste, Elle est impliquée dans la synthése de PG mediatrices
de "inflammation, de PG, indulsant une vasodilatation, et
de fapon mokndre, de THA;. Laction fnhibitrice de 'aspirine
parait beaur oup plus importants pour la C0X1 que pour la
Cincz.

L aspirine est rapldement absorbde dans ["estomac et la
parthe supérieurs de 'inbestin pour une forme galénigue
standard, & Fortion comme sl de lysine tris soluble dans
e, Le pic plasmatique et atteint 30 & 40 minutes aprés
ingestion ot L*inhibition des fonctions plaquettaires est obte-
nue aprés e heure [4]. 5a demd-vie est cowrte (15 &
I0minutes) mats son action & long terme est assurée par
e blocage frreversible de la COW. Une dose quobidienns
de 75 & 160 mg suffit & diminser signficativement e risgue
d’Episode thrombotique artériel en bloquant la C0X des pla-
quettes mises en chiculation chague jour, Une dose nitiale
de 160 & I00mg &t recommandés & s phase alges d'un
sccident thrombotique artériel [31].

Tests de laboratoire utilisés pour apprécier la
réponse biologique awx antiplaguettaires

il n'y a pas de survelllance biclogique utilisable en pratique
courante powr déterminer |'intensite de 1"effet antiplaguet-
wire, mals c@ retentisament blologique &t blen Eadié,
Ces tests ne sont pas références dans la nomenclature des
actes de biologhe médicale,

« L' agrégation photom = fvarlation de transmisshon
fumineuse) est un test réalisé dans bes laboratoires spécia-
kisés qui permet d'explorer le fonctionnement plaguettaire
avec un plasma riche en plaguettes (PRF) anticoagulé avec
du cltrate puls stimulé par différents agonistes (collagene,
ADP, . ) ou mits en présence d'acide arschidonsgue, pré-
o du T, Les principaws sntiplaguettalnes Indulsent
uni thrombopathie carsctéristigue [7]. L'aspiring inhibe
fortérmeent la réponse & 1"acide arachidonigue (Fig. 1) et
I'agrégation dite secondalre jdependant de la synthése de
T¥ par les plaguettes activéss par I"ADP ou le collagéne ou
la thrombine & falble concentration). La réponse as fortes
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concentrations de collagéne est préserviée; 1l en ext de
méme di la réponse des plaguettes stimulées pulssamment
vin Leur receplews b Ly thrombine, C'est L methode ancien e
I plus utiliste dans Les &tudes et dars be diveloppement des
meédicaments antiplaguettaires.

Récemment, un test réalisé en sang total Bt aver une
cartouche de réactlf spécialement dédiée & la réponse &
'sspiring 8 &té commerclaliss (vertfy Mow™, Accumetrice) ;
il a &té concu pour 8tre réalisd au lit du malade [B]. Ce
test consiste & quantifier la capacité des plaquettes, aprés
incubation avec de |'scide arachidonigue, & se lier & des
billes couvertes de fbrinogene, La mithode de détection
repone a1 branamission 4 un falsceay luminewn: ot be resl-
tat est & primé en Aspirin Reaction Units (ARU) avec un sel
fixé par le fabricant & S50ARU, seull [9] au-dela duquel le
patient peut &tre consldérd comime mauvals repondeur. Ce
test n'explore que la réponse & "asplrine, sur la base de la
réactivité & l'acide arechidonique, effet elémentaire.

Parmi les autres tests fonctionnels qui peuvent &tre
utlnés pour appriccher le retenthisement blologigue de
|'mspiring, sont trourns :

# des tests globaux d'exploration de |"hémostase primaire
avec une Importante varabilité interindividuelle avant ot
apres asphrine :

o = temps de salgnement invivos,

o =PRA-100 ex wivoe= quil consiste & mesurer avec
du sang total, anticoagulé par du citrate, sou-
mis & des contrainbes de challement, le temps
d'occhmion d'un orfice au centre d'uni cartouc e
coiverte d'un mélange de collagene/ADP ou de colla-
goney adrénalines ;

Infarmalleas

yaks 4% celiaygéseg 2 oyl
Wi HE AE O

i BEY sl B
vinis W e amrhizangng

140 i

# des tests permettant d'apprécier la réactivité plaguet-
wairg par = cytométrie en flux = mesure de | expression
membranaire de la Paélectine notamment qui et ume
ghycoprotéine (GF) peu exprimds lorsque Lo plaguette et
b |"état quisscent eb surexprimess aprés activation pla-
quettatre et secretion de granasles a;

# des tests se proposant de mesurer la réponse 4 1'aspirine
en n"explorant pas la fonctonnalié plaguettaine propre-
mient dite mals sa capacits résiduslle de synthése du TA,
par dosage de ses métabolites. Le Tidy est un composé
trés instable et rapidement métabolisé :

o adowage du THBy dens |@ séroms sprés stimulation
masimale n vitro des pleauettes par la thrombine lors
de la coagulation du sang total,

o sdosage du 11-déhydro THB; urinaires reflétant
"ensemble du TX génére in vivo, quelle gu'en soit la
source [plaquettatre et extraplaguettaire) toutefols.

Motion de « résistance a ["aspirine -

Helgason ot al. [10,11] ont fait naitre le concept, dans
le domaine newrovasculaire, de « résistance & |'aspiring =
montrant des variabilités de réponse plaguettatre, mes
réps par agrégométrie photométrique, en fonction de fa
dose et de la durée de prescription. Puls d'autres travaux
ont tenté de démontrer qu'une mauvakse réponse plaguet-
tafre a aspinne, mesurée par des tests biologigues ex
vive, et associbe & un risgue Impartant de survenue d'un
mlﬁd'l thrombotigue artériel. Cependant, les testa utili-

sont différents selon les dtwdes. Dand une population
de patients traivks par une dose quotidienne d'aspirne,
en prévention secondaire de |'AVC 1schémique, Grotemeyer
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Figure 1

Profil ty s o agrégation plaquattalre photomderque 1ors d°u raftemant par aplrine. Agrégombtre Soderel medical™,

Typlcol photometric pattern of platelet oppregation In.a perlent faking aspirin. Agregometer Soderel Medicar®.
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et al. [11] comptatent, aver un suivi de deux ans, 40%
de récudives thrombotiques artérielles en cas de mawvake
réponse plaquettaire blologigue contre 4% en cas de bonne
riponse. En utilisant 1'agrégométrie phatométrique pour
masurer la reponse plaguettalre, Gum et ol [13] trouvaient.
24 % de récidives dans un groupe de patients avec mawvalse:
réponse contre 10% dans un groupe Bvec une bonne réponse,
Ethelboom et al. [14] montratent, pour une population trai-
tiw quotidiennement par aspiring en phisention secondatre
d'un evenement cardiovasculaire, gue | Eimination winaine
de 11-débydeo-TxE, Stait un factewr prbdict! de surve-
mse d'infarce do myocarde of de mon candiovasrulate.
Grundmann et al. [15] trowvalent 141 de patients avec une
manaise reponse plaquettaire & " spinne, mesurés par PR
100, dans une population de patients venant de présen-
tér un AVD ischemigue. Plus récemment, Gengo et al_ [16]
trouvakent 56 % de patients aver une mauvalse réponse pla-
fuettaire, mesuree par agrégométne photometrique, alors
qu’ils venalent de présenter une récidive d'avE schémique
malgré un traitement quatidien par aspiring. Le concept de
réslstance & |"aspirine reste donc trés imprécls. 1l inclut
b |l fols des Gpisodes thrombotigues arténels cher des
pathents traftés par aspirine et des variabilitds de réponse
plaguettatre & 1"aspirine mesurées par des tests biologiques.
ax vivo différents. Pour les Btudes oitbes, la définttion de
la résitance blologique est tris varable rendant ains les
mits analyses difficlles cortaines montrant une asociation
positive entre los avanements clinkgues o les resultats des
tests de Laboratolre [17].

Les différents mécanismes de moindre
réponse plaguettaire & I'aspirine (Tableau 1)

Plusiesrs mécantsmes, by o blen etablis,
d'atténuation de I'effet antiplaquettalre de |"aspirne (s e
midicament est bien pris) dowvent Etre différenceés [18]:

& pharmacocinétique: P'aspinine n'sitetnt pas la Ot et
ne peut donc pas 'inhiber. Tout factesr qui empiche
"aspirine d"atteindre s cible, de |"absorption jusqu’au
iite actil de la COX1, constituee woe altération phar-

. Différents cas de figure sont possibles -
défaut " absorption aver les formes
ou blocage réversible du site scof de la COX1 par
un anth-inflammatolre non stéroadien A INS) — Interaction
pharmacocinetique négative [6]

« pharmacodynamique impliquant le systéme du Tl -
|"aspirine ne parvient pas & affecter wifllamment la pro-
duction de TxAy poar fnhiber les rkponsss fonctionnelbes:
dont |"agrégation dependante du systéma du Tk [19]. Le
ca extridme est que: la CO001 et insensible b 1 aspinne, en
dehors de toute Interaction pharmacocingtique, car elle
poanTalt, par exemple, Bre mutée [20]. La COX1 peut &tre-
bien inhibee par |"aspirine, mals § eoste d'sutres sources.
de TiA; — des voles métaboliques impliguant la (002 ou
' autres agonistes du néceptewr pour be T, comme des
ISOpIORtaes

o pharmacodynamigee ndépendsi de @ wole
dampification do Tih: Uaspiring nhibe ben la
production de TiA,. La somolston par 'ADP. e colla-
gime ou 3 thrombine peut Btre Eser forte pour gue

l'agrégation ne solt pas affectse par le blocage de la
wynthése de Ty, Les plaquettes des malades peuvent
dtre anormalement reactives et la part des réponses
indépendantes de |"amplification de "activation par le
Tihy est alors sccrue,

Vraie résistance et pseudorésistance

Fontana et &l. [21] ont etudé ["effer d'une dose quo-
tidienne de 100mg d'aspirine chez 96 volontaires sain
en meswant ley concentrabions sérigues de TaBy et
I‘MMFMM
PR 100 et Vertfybow®. Minsi, s considerent comame e
= vrale reskimnce = iimmdﬂutd’uﬂhn
d'agrégation plaguettalre avec une concentration &levée
de TxBy. L'aspirine, dans ce cas, ne semble pas agir sur
sa cible: la COM1 (Fig. 2a et b) Cette mesmtance &t
décrite chez un seul sjet. Dars ce cas il n'a pas &ué
mis en &idence de mutation de la COX1 et la présence
d’un factéur sanguin extraplaguettalire, empéchant | action
de Iaspiring, & & sggerée. Cependant, pour ce sujet,
"sugmentation des dodes d'aspirine réassit & valncre la
résistance. L inmensibilite de la OO nest pas totale o ia
=yrale résistance = du sujet est donc discutable. s difi-
risEent e - pleudonbistance « 3 |'asplrine par un et
o irshilbsbtio plapueet Laloe maks aved e concenitration ahais .
sée de Tilly. Usspirine agit bten s la 01 ot inhibe s
production de Tiok;, mats ' autres woles viennent Srimi-
ler Uagrégation plaquettaire [Fig. 2cj. Ce cas concerne 28
Spets

Une vrale résistance ne devrait se défine que par
Uabsence totale d'sction de Uaspirine sur s COX9, donc
n'affectant absolumént pas la concentration de Tily. En
conditions expérimentales In vitro, 2 réponse plaguet-
taire & Uaspiring et nulle. Cela powrait Btre décrit, par
exemnple, pour des mutations du site d acétylation de
COx1, En revanche, #n cas d"hyperactivité plaguetiaine,
"aspiring peut diminuer des concentrations basales élevésy
de TxA;, mai de facon insuffisante pour inhiber efficacs-
ment I"agréganion. Dand ce cas, "aspirine agit bien sur &
cible et la répome plaguettaire existe. Une production de
Ticdy wiala C00CE peut donner oo Type de reponts 3 | apinine,
Cies dee Cypeeed, e mindre réponse sont done trés différents
de par leurs mécaniimet, lewr frequence ot cemainement de
par les solutions gui pourront Stre proposées.

Description des différents mécanismes
possibles pour chaque type de variabilité de
réponse plaquettaire

Le mecanisme le plus friguent est certainement pharmaco-
cinetique [18].

Le défant d'observance du trastement o5t la prembing
CAlEe & evoquedr. L diminution de |'absorption digestive
peut &re incrimings, Alberts et al. [22] oot moatré une
reporse plaguetisice, menree par le PRA 100, molndne
ooy e fewrmmes « G formes sont preserites
pour diminuer L LOOCIE gastriqgue de [aspirine, cepen-
dant, I"abscrption & leu dans [Mintestin ol le pH est plis
Eleve que dans |"estomac. Laspirine est alors inactivée par
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Tableau 1 Classification des mécankmes de variabiitd de riponse pladguettaine & ("aspirne
Classiifcation of mechantsms of varkhie platefet response b aspirin.

Pharmacocinétigues Phamnacodynamiquees TA; dépendants Pharmacadynamiques THA; Indépendants

Défaul de compliance® Mutation da COXA sheritions Ge catécholamines af ADP af
activalion des receptewrs P21

Défaut 4 absorption Synthise de PGH; par COXZ®

Fonmes gastronésistantes®

Voluree de distribution Diabdte - ghroosyiation de la COX1 Activation des récepteurs PAR par ia
thrombine

Interactions médicamentewses : AN RenrelEment plaquetiaie Boprostanes®
Interactions des plaguettes avec
erythiooy tess e lewonoybes

Diabéte - plagquettes de plus grande
tafle awec phs de GP IbAllia ot

production fsoprostanes

¥ Cawses desnontress,

i 4 L 5 5 o . &
d o _-~~Yerpirees T
= ]
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Figure 2  a: les difTérentes woles d'actiation plaquettatre et mécanismes de "agrégation. Lacthation plaguettalne peut Stne
réaltsée par la Halson d'agontstes avec lewrs récepteurs respectifs entrainant la Hbération de T, d' ADP et La Halson des récepteurs
GP IIb/ ks awec 1e fibrinogéne ; b: 08 que peut &tre we réststance vrake & 1aspicine. aspdrine est icapable d inhiber fa COX1 ot
de diminuer 1a synthdse de TKA; ; ©: pseudorésistance & Fasplrine. L'asplrine inhise bien la 00X 1 mals la stimulation par d"sutres
agonistes est sutfisamment forte pour que I'activation plaquettalre ne soft pas affecte par I inhBition de 1a synthése de TXA ; d:
les différentes cibles drinhibition de 1 acthité plaguettaire. Chanque récepteur entralinant une actheation plaquetialre (récepteurs
pour be T4, 1a thrombine, L"ADP), via & Hatoon awer wn agonlste, représente wne cible théepeutiques d'inhibition de |'acthation
plaguattaire, Les inhibiteurs des GP lib/llla empéchent la Bakon das plaquethes avec le fbroghne.

a: pathwiys of piatedel activation and mechanfsms of aggregation. Platelet acthation can ocewr By egonists bindng with thelr
receptors, releasing T4y, ADP and GP I/l receptors bimding with fbrinogen; b: whit would be Eree aspirin reststance 7 Aspirin
cannal Inkibit COXT amd deoregse T4 ; syrithests; O peestioosplrin reststance. Aspirin fnhibdts COXTF Derl Ehe stimuialion via offer
agandsts Bs sufficlent By strong swch that platelet acthration s ungffected by the inhibltion of THA , synthests; o: targets for nhlbi-
ting platelet acthily: Eoch receptor triggers platefet actheation (TXA, receptors, thrombin, ADS) wia its bond with an agonist, a
therapeutic targef far inhibiting platelet actfwetion. GP BDITIa fnfhibdtors block platelel blnding with fibrogen.
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désacetylation et molns soluble, donc moins absorbée. Le
polds par aegmentation du volume de distribution peut Stre
un facteur de résistance [23]. La prise d"aspirine doit Btre
guotidienne afin de prendre en compte le rencuvellement
plaguettatre [24]. La prise concomitante d"AMNS peut géner
I"action de ["aspirine sur la OO ;@ Catella-Lawson et al [&]
ont montré qu'une dose d'tbuproféns, administrée avant
I"aspirine, inhibe son action sur |"agrégation plaguettatne.
Ces données sont confortées par Kurth et al. [25] et Hud-
son et al. [26] 1 |"buproféne diminue 'effet protecteur de
"aspirine contre infarctus du myocarde. || provogue une
inhiblthon compétitive de la L1 sur & méme sie gque
I"aspirine mals le blocage, contrairement a Iaspirine, est
réversible. De ce fait, |"uproféne blogue temporatrement
I'scces de la C0X1 & "aspirine., Laspirine, ayant wne demi-
vie trés courte, n'est plus présente dans ta circulation guand
le site actif de la COK1 est libérs par UAINS. une des solu-
tions serait de prendre " aspirime au modns deus heures avant
1"ARNS.

Pour les mécanismes pharmacodynamiques dépendant de
la production de THA;, certalns agissent en diminsant la
senasibilme de la OOX 1 a laspinine &t représentent de vraks
méCanismes de résistance.

Le polymarphisme du géne de la COX1 a souvent &t8 étu-
dié dans I hypothése d une résistance due & une modification
du site actif de "erzyme. Cependant, les données de la litte-
rature sont diverses. Hillarp et al. [27] ont sbquence le géne
de la C0n1 de 68 pathents venznt de présenter un AVC lsché-
migue malgré un trattement par aspirine et ont réalisé une
agrégometrie photométrigue avec le PRP de ces patients.
1 14 variants furent identifiés | auomn ne semblait e a une
madification de l'agrégabilibe piacpettalre. L unbgue patient
de Fontana et al. [21] montiant une « vrake reskstance -
navart pas de mutation de Cioc1. Cependant, Faraday et
al. [¥8] ont montré un possible lien heréditaire concernant
la réponse plagquettaire 3 "aspi fne, en étudiant 517 familles
avec wne atteinte coronaire chez des srjets jeunes. Maree
et al. [T9] et Lepantalo et al. [30] ont Studié |"agrégation
plaguettafre cher des sujets svec une maladie cardiovas-
culaire stable et avec une dose quotidienne d"aspirine. Les
variabilités du géne de la C0X1 semblent maduler la réponse
plaguettaire & |'aspirine. Cependant, 1"effectif de Lepan-
talo et al est redult, me s"appuyant gue sur cing patients
aver une malvalse réponse biologigue a 'aspirine &t ces
deux smsdes ne montrent aucune cormeélathon avec des éve-
nements cliniques. Enfin, Halushka et al. [30] ont montré
que ke polymorphisme du gene de la OO pourralt, cette
fois, augmenter La sensibiite de "ermyme & I"asplrne.

D"autres mecanismes agissent en produtsant du Tk par
" autres scarrces gue ta CON1.

La COMY est une enzyme Enductible, trouves dams les
celliles nuclédes, les macrophages, les monocytes et les
cellules endothélizles. Elle est induite par des stbmuli
Inflammatotnes. Elle peut condutre & la formation de FGH;,
de leucotrienes et d'isoprostanes. Les PGH, sont des pré-
curseurs du TeA,. Les plamquettes, privees de 'actlon de
COX1 par |"aspirine, pourront cependant produlre du THA,
grice & la synthése de PGH; par la COK2 [31—33]. Adnst,
la T aglt en permettant [a production de TXA; malgré
I"inhabition de la COM 1 et syntheétise d"autres composés favo-
rizant |'agrégation plaguettaire. Son action délétére dens
I"schémbs cérébrale a également &0é montrée [34]. Les

mastations du géne de la COXZ ont également 586 Invoquées
[358).

Il existe des voles d'activation plaguettatre indepen-
dantes de la COX1 et de s production de THAz. 0 ne s"agit
pas de cibles de "aspirine et ne pewvent donc pas tre gua-
[iftees de vraks mecanismmes de résistance.,

La sécrétion de catécholamines, favorisée par ['exercice
physhgue, peut &tre responsable d'une suvgmentation de
I'activite plagquettatre [36—38). Les catécholamines fawa-
risent la libération d"ADF et son action swr ' agrégation alns
que celle de la thrombine. Ces voles &tant indépendantes de
celle de la CO1, ["aspirine est inefficace pour les inhibes

Les isoprostanes sont des Boméres des PG D, E, K s
nalssent de "ooydation des ipides membranalres, comme
I'acude srachidonique, par une vole Indépendante des
COn, non enzymatigques [3%]. Ces composés induisent une
vasoconstriction et une augmentation de [Pagregabilite
plagpesttatre via les récepteurs du Tide [40,41]. Lewr pro-
duction peut &tre favorisée par le stress, le diabéte, le
tabac, |"hypercholestérclémie, |"hyperhomocystéinémie et
le vielllissement. Ce dernler cas de figure pewt 2tre rangs
dars les mécanismes pharmacodynaamigues, impligquant la
systéme du TiAz, qui partagent le falt d"&tre surmontables
par antagonisation du réceptewr pour le TXA;. Enfin certains
lewcobrienes pourralent avoir le méme type d'action [42].

Linteraction des plaspettes avec d'autres cellules peut
favoriser lewr activation.

L"ajout d"érythrocytes dans le FRF de patients sous aspd-
rine, accentue |'agrégation plaguettalre par le collzgéne,
donc par des phanomenes TA, indépendants [43—45]. Leur
action est certainement mudtiple, car leur présence avec
les plaquettes avgmente les concentrations d"ADP, de TiA,
[46] et de P-selactine qui contribuent a I interaction entre
les plaguettes [477]).

Les leucooybes pewvent egalement adhérer aux pla-
quettes et favorser |'sgrégation (agrégation hetéroby-
phaese). Des conjugues laucocytes—plaguettes sont trouves
de facon plue importante 3 la phase ague et & la convales-
mdel'.ﬁfl:mdrﬂmque[dﬂ}etaucmdeludﬁnie
des membres inferleurs. Les plaquettes peuvent produire
des cytokines pro-inflammatolires et attirer des leucooytes
sur le site d'agregation [49,50].

Certalns mécanismes sont mtes, dépendant ou non de
la produwction de TxXAy. Des facteurs de risques cardiovas-
culaires pewvent Stre 2ssockEs & une moins bonne réponse
plaguettaire a laspinine [51] 2 U'hy pertension arterielle [52],
e mbagieme [53,54], I"hypercholestérolémie totale et le
LOL cholestérol [55-507). LUimplication du sexe masculin
reste disoutée [58]. La réponse plaguettaire a | aspirine est
micins bonne pour les patients diabetigues [5%]: Watala et
al. [6l] ont montré une bonne inhibithon plaguettare, ex
vivo, par |"aspirine pour 6% % d'un groupe de sujets sains
contre seulement 29 % d'un groupe de sujets atteints d'un
diabete de type 1. Cette mauvalse réponse et surtout obser-
v pour des ooncentrations elevées d'hémoglobine ghyouse
et de cholestéml total et des concentrations basses de HOL
cholestérol et powr les sujets jeunes powr qui le renouvel-
lement plaquettaire est plus important. Les plaguettes du
sujet disbétique sont plus grandes, avec une meilleure réac-
tivite s agonkstes de |' agrégation et ont plus de GF 0b Hia
[5%]). il existerait une competition entre 1'acétylation des
proféines plaguettatres par |'aspirine et la glycosylation dus
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a 'y perghycemie [60]. La COK1 seralt donc rendue modns
sensible & I"acetylation de | aspirine par phénomene de ghy-
cosy latton. Des Studes in viro montrent gue L augmentation
des concentrations d'aspinne peut permettre de favortser
son action d'acétylation [o1]. Enfin, ['hyperglycémis peut
étre responsable de la preduction de TH et d'soprostanes
[&2].

Les solutions : de nouvelles cibles
pharmacologiques ?

St oume dose de 75 a 150mg est recommandse et conside-
ree coimime suffisante en peévention secondatne [3], il existe
peut-gtre des variabilités interindividustles d"absorption, de
volume de distribution, de renouvellement plaguettaire qui
pewvent rendre ces doses habRuetles insuffisantes [63,64].
Une augmentation des doses peut permettre de valncre le
défaut d"inhibition plaguettaire [11,45). Afin de répondre
au renouvellement plaguettaire, Il pourralt Btre propose de
passer d'une & dels prises guotidiendmes.

Uiee melllaure connateance de Mactivation plaguettaine
et de ses actewrs a permi d'envisager de nouvelles cibles
pharmacologigues. De nowvelles mobécules pourratent &tre
une reponse aux défauts d"inhibition de ' activation plaguet-
taire par Uaspirine (Fig. 2c).

Afin de répondre 3 B production de TiA; malgré
U'inhibiticn de la CO1, un blocage direct des nécepteurs
dir THAy est propose. Une nowvelle molécule, 518884 [56],
est actueflement dvalude en prévention secondaire de 1" AC
h.l:hermq.le comparée & I"aspirine, en phase 1, clinique.

Pour les mecantemes ndépendants du :a,rstme TA,,
Chagues vote d"actvation plaguettaine représente we cible
therapeutique potentielle.

L'activation des récepteurs P2 par ["ADP jowe un role
Impeortant dans |’ agregation plaguettaire [67]. Les thienopy-
ridines bloquent le P2y, de facon trréverstble. Ticlopidine
est actuellement peu prescrite & cause du risque &' atteinte
médullaire hématologhgue. Ce medicament a 8bé rem-
place par clopidogrel gul est wiilise pour la prévention
secondatre des complications schemiques arténelles de
l'athérome, aver une legéne supériorite sur L aspirine mon-
trée par "étude Caprie [68]. Cependant, il existe dgalement
aver clopidogrel des varabilites de reponse plaquettalne
[6%,70]. Clopsdogred dolt &tre convert! en métabalite actif,
motamment par e oytochrome P50 144, De nombrew: méd-
cements empruntent la méme vole et peuvent interférer
aver son metabolisme. Le polymorphisme des réceptewrs
Fivyy, des oytochromes ef les varabillités pharmacocins-
thgues sont egalement Ircrimines [71]. Prasugrel a ote
comparé & clopldogrel per des bests biologiques [F2] et
en prévention des phénomeénss thrombotiques apres pose
d"endoprotheses coronalres [73]. Les resultats montrent ure
diminution des évenements thrombotigues artériels mais au
prix d"une augmentation des complications hémonragigues.
La plus grande efficecite de prasegrel serzit due & une
melllewre conversion, et moins dépendante g cytochroms
P450, de la prodrogue en netabolite actif. D"autres mols-
cules, antagonistes réversibles des récepteurs PIY,,, comime
cangrefor [F4] ou AZDG 140 [T5], sont en cowrs d°Svalustion.

Une Stude prospective randomisée {the aspirin novires-
ponsiveness and clopidogrel endpoint tried [ASCET]) est

actuellement en cours afin d"évalser, chez des patients
aver une pathologle coronalre non epondeurs & 1'asplrine,
I"intérét d°um switch par clopsdegrd [76].

Les GP nib/10a jouent un rile important dans la formation
du thrombus plagquettalre en Hant les plaquettes activees
au fibrinogene [F7). Des Inhibitewrs des GP b/ lla, abol-
mab, eptifibatide et tirofiban, sort actuellement utiisss
pour encadrer les angioplasties coronarennes. Tirofiban [78]
et eptifibatide (étude Resistor) sont actuellement étudiés,
pour o2 méme geste, en cas de résistance a 1" aspirine et/ ou
a clopidogrel.

Les réceptewrs proteass-octhvaied receptors  [PAR)
petvent &tre actives par la thrombine et interviennent alors
dans ["agrégation plagueettaire et, ilus largement, dans &
thrombose artérisile atheromatewss [79]. Des inhibitewrs de
ces récepbeurs sont donc en cours ¢"évaluation.

Pour répondre awe mecanismes g2 résistance, des asso-
clatiore de malécules agissant sur différentes cibles de
l'activation plaguettaire ont &té proposées. Dipyridamobe

inhibe la phosphodiestérase plaguettaire et la captation
de I"adénosine. L'Eurcpean Stroke Prevention Study [80] et

U'étude Esprit [81] ont démantrs gue " association 4" aspirine
a fatble dose |dewx fols 25mgf]) et de dipyridamole &
action prolongée [deux fois 200 mg/ ) talt plus efficace que
"aspiring seule en prévention secondaire de 1'AVC taché
g, L association de 'aspirine & clopidogrel est utilisés
en prévention secondaire des complications thrombotigues
des angloplasties coronarennes [BY]. Cependant, |'stude
match [83] ne montre pas de benéice slgnificatif, en pré-
wention secondaire des dpsades thrombothgues artsres au
long cowrs, de cetie assoclation comparée a clopldogrel seul
aver, de plus, une sugmentation des complications hémor-
ragiques. 5 "assoctation entre dews antiplaguettalres avec
des mécansmes d'action différents, comme aspirine et
clopidogrel, semble synergique, il axiste pourtant des pheé-
nomenes communs de réslstance 3 ces molécules. Ley ef al.
[B4] ont meontre gue 47 4% de patients Bvec e mauvalse
réponse plaguettaire & 'aspirine svalent également une
mairvalse réponse & clopidogrel. Les mécanismes Imvogques
sont des phénomenes assaclés au diabéte ot un renouvelle-

ment plaguettaire plus accélénd.

Conclusion

La notlon de = résistance & U'aspirine = st "extréme rare et
jusqu'a ce jour jamais démontrg, d'une modndre réponse
plagquettaire a Uaspirine. En effet, Il faut différencler & un
e bréme (jamais rapporte) les défavts complets d"inhibiticn
de la COX1 par ["aspirine qui constiuent wne résistance
wrake et & l'autre extréme du spectre de la varlabilité de
reponse les stimulations de |"agrégation plaquettaire qui
sont indépendantes du Tihs, ot qui me sont pas [a cble de
"aspirine, ni d"aucun Inhibtewr de lavoie du TXA;. Le terme
de «varabiiité de réponse plaquetialre & ["aspirine =, avec
des mawvats répondeurs mak aussd & Uinverse des sujets
particullerement sensthles, parsit donc plus adapte.

Une analyse précise de @ cause de moindre réponse
dolt &tre mense pour arriver a des propositions thérma-
peutigues loglgues gul resteront & valider par des &tudes
clinkques interventionnelles appropriges. En cas d'échec
clinbgue, L utilisation de tests de laboratolre Sprouves pour-
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rat permettre d dentifier les mécantumes responsables ot
d"apporter la medtienre solution thérapeutique.
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V. Etude de I’effet biologique de la premiere dose de 300 mg d’aspirine
donnée a la phase aigué de ’AVC ischémique

1. Présentation générale

Nous avons souhaité étudier I’effet biologique de la premiére dose orale de 300mg d’aspirine
donnée a la phase aigué de I’AVC ischémique, en le mesurant a 2 temps différents. Nous
voulions mettre en évidence une récupération de I’activité plaquettaire dans les 24 heures qui
suivent la prise. Nous nous sommes intéressés, également, aux cas des patients qui recoivent
cette prescription, alors qu’ils étaient déja traités par une dose quotidienne d’aspirine
inférieure a 300 mg. L’effet biologique de I’aspirine a cette phase n’avait jamais été étudié.
L’analyse de la moindre réponse peut permettre d’apporter la meilleure solution
thérapeutique a la phase aigué de I’AVC, afin de diminuer la survenue de récidives
thrombotiques artériels : augmentation de la dose et de la fréquence d’administration de
I’aspirine ou emploi et développement d’autres anti-plaquettaires (clopidogrel, S1886) (81).
L’une des hypothéses de moindre réponse plaquettaire a 1’aspirine pouvant étre avancée, est
celle d’un turn over plaquettaire accru a la phase aigué de 1’événement ischémique produisant
des plaquettes immatures, réticulées, capables de produire COXI, apreés leur exposition a
I’aspirine, grace a I’ARNm qu’elles contiennent (82).

En étude préliminaire, nous avons collecté les résultats d’agrégométries photométriques de 17
patients, a la phase aigué¢ de ’AVC ischémique (7 premiers jours). Ces tests avaient été
réalisés pour s’assurer de la bonne réponse plaquettaire a 1’aspirine, avec un prélévement dans
les heures qui suivent la prise d’aspirine (entre H1 et H4) et a distance de la prise (entre H21
et H24). Pour chaque prélévement, une agrégométrie photométrique a été réalisée avec pour
réactif : PAA (1,39 mmol/L) et le collagéne a 2 concentrations, 2 pg/mL, (réponse
partiellement dépendante du TXA;) et 10 pug/mL (réponse indépendante du TXA;). Nous

avons rapporté les valeurs d’agrégométrie photométrique du collagéne 2 ug/mL (Col2) a
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celles du collagéne 10 pg/mL (Col10), pour obtenir un ratio (Col2/10), afin de s’affranchir
des variations de mesure en laboratoire. Alors que les résultats pour I’AA montrent une
inhibition plaquettaire pour 1’ensemble des patients (fig 6), sans différence entre les 2 temps,
Col2/10 montre une réactivité plaquettaire plus importante a H21-24 qu’a H1-4 pour 12
patients (fig 7). A la vue de ces résultats, il apparait qu’a la phase aigué¢ de I’AVC ischémique,
la réactivité plaquettaire résiduelle de patients ayant pris 300 mg d’aspirine per os est plus

importante a H21-24 qu’a H1-4.

Agregation induite par I'AA.
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Figure 6 : Résultats d’agrégométrie photométrique, exprimés en % de transmission lumineuse
a 6 minutes, avec pour réactif I’AA 1,39 mmol/L, a HI-H4 et H21-H24.
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Figure 7 : Rapports des résultats d’agrégomeétrie photométrique a 6 minutes Col2/10 a HI-
H4 et H21-H24.

Afin de confirmer ces résultats, nous avons étudié la réponse plaquettaire a I’aspirine a la
phase aigu€ de ’AVC ischémique a deux temps :

- entre H2 et H3 apres ’administration de la premicre dose d’aspirine. L’effet
anti-plaquettaire de I’aspirine est mesurable dans un délai de 1 heure (22). Afin
d’observer un effet anti-plaquettaire maximal, et de s’affranchir des variations
inter-individuelles d’absorption, nous avons choisi de faire le premier
prélévement entre 2 heures et 3 heures apres la prise d’aspirine.

- entre H23 et H24 apres ’administration de la premiere dose d’aspirine. Afin
d’étre le plus ¢€loigné de la premiere prise d’aspirine, avant la deuxiéme dose

habituellement donnée.

Le seul produit utilisé fut I’aspirine.

I1 s’agit du médicament prescrit habituellement a la phase aigué de ’AVC ischémique.
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La dose per os habituelle a la phase aigué est de 300 mg/j; pendant 7 jours.

L’¢tude fut proposée aux patients suite au diagnostic d’AVC ischémique ou d’accident
ischémique transitoire, (AIT), datant de moins de 48 heures, fait par un médecin neuro-
vasculaire apreés tomodensitométrie cérébrale (TDMc) et/ou imagerie par résonance

magnétique cérébrale (IRMc), nécessitant un traitement par aspirine comme décrit ci-dessus.

Aucun risque li¢ a 1’étude n’était attendu. Les seules contraintes pour le patient furent celles

liées aux prélévements sanguins additionnels réalisés dans le cadre du protocole.

Cette ¢tude devait nous permettre :
= De connaitre pour chaque patient, a la phase aigué de ’AVC ischémique,
I’effet biologique de I’aspirine, ce qui n’a jamais été réalisé¢ auparavant. Ceci
¢étant évalué a deux instants : entre H2 et H3 apres la premiére dose d’aspirine
et entre H23 et H24 apres cette dose, donc juste avant la deuxiéme dose qui est
donnée, habituellement, a H24.
= De confirmer qu’il existe, pour certains patients, une réactivit¢ plaquettaire
plus importante a H23-24 qu’a H2-3.
= De confirmer que le collagéne, en agrégométrie photométrique, est un indice
sensible pour rechercher une moindre réponse a 1’aspirine.
Grace aux résultats, nous pourrions :
= Développer des tests avec le collageéne, utilisables au lit du malade, pour
évaluer facilement et de fagon fiable la réponse plaquettaire a I’aspirine.
» Envisager les différents mécanismes de réascension de la réponse TXA;

dépendante : récupération plus importante des capacités de syntheése de TXA,
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chez certains patients, réle du turn over plaquettaire produisant des plaquettes
réticulées capables de synthétiser COX1 apres 1’exposition a 1’aspirine.

= Proposer des solutions thérapeutiques pour optimiser la protection de I’aspirine
a la phase aigu€¢ de I’AVC ischémique, ou de proposer I’'utilisation d’anti-

plaquettaires a mécanisme différent a cette phase.

Ce projet d’étude a recu un financement suite a sa soumission a la Direction de la Recherche
et de I’Innovation du CHU de Nancy en Aotit 2010. Il a recu I’accord du Comité de Protection

des Personnes Est II1.

2. Objectifs de I’étude

a. Objectif principal
Notre objectif principal était de montrer une différence significative de réponse plaquettaire
TXA, dépendante, apres la prise de 300 mg d’aspirine, entre 2 temps, a la phase aigué de

I’AVC ischémique.

b. Objectifs secondaires
Les objectifs secondaires étaient :
- mesurer I’amplitude de récupération de syntheése de TXA; entre 2 temps apres la prise de
300 mg d’aspirine per os.
- évaluer le turn over plaquettaire par mesure du pourcentage de plaquettes réticulées, encore
capables de produire COX1, et qui représentent une source de TXA,.
- comparer les réponses plaquettaires TXA, dépendantes avant et apres la dose de 300 mg
d’aspirine pour des patients déja traités quotidiennement par aspirine (en faisant, pour ces

patients, un autre prélévement avant de donner le traitement).
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3. Criteres d’évaluation

a. Le critére d’évaluation principal
Il était fondé sur la mesure de la réponse plaquettaire a 1’aspirine par agrégométrie
photométrique réalisée avec du PRP, déclenchée par le collagéne a 2 concentrations : I'une
faible (2 pg/mL), provoquant 1’agrégation via le TXA,, et I’autre ¢élevée (20 pg/mL). Nous
avons choisi d’augmenter la concentration haute de collagéne de 10 a 20 pg/l (Col20) pour
obtenir une agrégation plaquettaire la plus indépendante possible du TXA,. Les valeurs
d’agrégométrie photométrique de Col2 ont été rapportées a celles de Col20, pour obtenir un
ratio (Col2/20), afin de s’affranchir des variations de mesure. L’agrégométrie photométrique
fut réalisée également avec I’AA (1,39 mmol/L), méthode de référence de 1’exploration de la
réponse TXA, dépendante. Afin de prendre en compte une moindre réponse d’ordre
pharmacocinétique, 1’agrégométrie fut réalisée pour chaque prélévement, sans puis avec ajout

de 100 umol/L d’aspirine (36) dans le PRP (fig 8).
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Figure 8 : Exemple de résultat d’agrégométrie photométrique. Patiente traitée, en principe,
quotidiennement par 75 mg d’aspirine.

T0 : Aucun effet visible de [’aspirine ex vivo. L agrégation induite par I’AA et Col2 n’est pas
inhibée. Inhibition de [’agrégation induite par AA et Col2 apres ajout d’aspirine in vitro.

T1 : La prise de 300 mg d’aspirine per os permet de voir que l’agrégation induite par AA et
Col2 est autant inhibée sans et avec ajout d’aspirine in vitro.

Conclusion : réponse plaquettaire a [’aspirine per os visible a T1 sur l’agrégation induite par
AA et Col2.

b. Les critéres d’évaluation secondaires
¢ ]a mesure de concentration de TXB, dans le sérum. Le TXA, est un
composé instable non dosable. Le TXB;, son métabolite, fut mesuré, lors des
différents prélévements pour chercher une récupération plus importante des
capacités de syntheése du TXA; chez certains patients.
* la mesure du pourcentage de plaquettes réticulées par cytométrie en flux

(83), permettant d’incriminer ou pas le renouvellement plaquettaire dans le
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mécanisme de moindre réponse par production de plaquettes immatures,

capables de produire COX1 apres I’exposition a I’aspirine.

4. Méthode

I s’agit d’une recherche monocentrique prospective, contrdlée, en ouvert, non randomisée.

a. Inclusion des patients

Le recrutement de 1’ensemble des patients a été réalisé au sein de 'UNV du service de
Neurologie de I’hopital central de Nancy.

L’étude fut proposée aux patients suite a I’établissement du diagnostic d’AVC ou d’AIT
(datant de moins de 48 heures) posé par un médecin neuro-vasculaire aprées TDMc et/ou

IRMec.

e Criteres d’inclusion :
0 Homme ou femme majeur
0 AVC ischémique ou AIT datant de moins de 48 heures.

0 Consentement éclairé signé.

e Criteres de non inclusion :
0 Toute contre-indication a I’emploi de 1’aspirine : allergie, risque
accru de gastro-toxicité, risque de transformation hémorragique de

I’AVC ischémique.
0 AVC nécessitant un traitement anticoagulant en phase aigué
(I'injection d’une héparine de bas poids moléculaire en prévention

des complications thrombo-embolique fut tolérée).
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0 Nécessité d’un traitement AINS pendant la durée de participation
bloquant I’acces de la COX1 a I’aspirine.

0 Trouble de la déglutition empéchant la prise d’aspirine per os.

Apres vérification des critéres d’inclusion, de non inclusion et recueil du consentement éclairé
(annexe 1), I’administration per os de 300 mg d’aspirine (Kardegic®, Sanofi-Aventis, France)
fut réalisée et surveillée par le personnel paramédical excluant tout probléme de compliance.
Deux prélévements sanguins de 25 ml furent réalisés dans 4 tubes contenant du citrate et un
tube sec (Vacutainer®, Becton Dickinson) : le premier entre H2 et H3 (T1) et le deuxiéme
entre H23 et H24 (T2) apres 1’administration de I’aspirine (fig 9).
Pour les patients déja traités quotidiennement par aspirine avant I’AVC ischémique, un autre
prélévement fut réalisé avant la premiere dose de 300 mg per os (TO).
Les prélévements sanguins ont permis de réaliser les tests d’agrégométrie photométrique, le
dosage du TXB, sérique et la mesure des pourcentages de plaquettes réticulées.
Les principales données recueillies furent :

* age, sexe

* antécédents médicaux personnels et familiaux

* facteurs de risque cardio-vasculaires

* traitements habituels

*  Descriptif clinique de I’AVC ou AIT, TDMc et/ou IRMc et examens complémentaires

(echo-doppler des vaisseaux du cou, échographie cardiaque, ECG).
* Si prise d’aspirine quotidienne antérieure : dose, ancienneté, heure de prise,

compliance (interrogatoire patient ou famille).

La durée de participation des patients était de 24 heures.
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A cause des difficultés d’acheminement et d’analyse des prélévements, les inclusions n’ont
pas été consécutives. Cinquante patients ont pu étre inclus entre le 20/12/2010 et le

31/03/2011.

METHODE

AVC ischémique
Aspirine 300mg

| .
i 1

Prelevement si Prélévement 1 Prélévement 2

déja sous Entre H2 et H3 Entre H23 et
aspirine H24
TO Tl T2

Figure 9 : Description des différents prélevements.
b. Agregométrie photométrique

La réactivité plaquettaire fut mesurée par agrégométrie photométrique (Soderel Medical
Aggregometer®, Nancy France). Cette méthode est considérée comme une référence dans
I’¢tude des fonctions plaquettaires (84,85) et largement utilisée. L’agrégation des plaquettes
dans le PRP est étudiée par la mesure continue, dans un agrégometre, des changements de la
transmission d’un faisceau lumineux au travers du PRP aprés addition d’un stimulus (ADP,
collagéne, ristocétine, thrombine, acide arachidonique, ionophore calcique). L’addition de

collagene au PRP, entraine 1’adhésion des plaquettes aux fibres de collagéne, puis aprés un
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temps de latence, un changement de forme des plaquettes, puis agrégation avec production de

TXA, (fig 10)
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Figure 10 : Exemples de courbes d’agrégation plaquettaire mesurées par agrégomeétrie
photométrique avec pour stimulus I’ADP (a 1,5 uM, 2,5 uM et 5 uM) et le collagene.

Extraite de B Boneu, JP Cazenave « Introduction a l’étude de [’hémostase et de la

thrombose » 2° édition (Boehringer Ingelheim France 1997).

Le PRP fut préparé par centrifugation des prélevements sanguins a 170g pendant 10 minutes.
La fraction sanguine restante fut centrifugée a température ambiante, pendant 10 minutes a
2500g pour obtenir le plasma pauvre en plaquettes (PPP). Le PRP fut stimulé par 1,39 mM
d’AA (BioData Corporation Horsham USA) et par les 2 concentrations de collagéne, Col2 et
Col20, (Collagen Horm®, Nycomed Linz, Austria). L’agrégation fut exprimée en variation de

pourcentage de transmission lumineuse a 6 minutes, en utilisant le PPP pour référence. Les

résultats obtenus avec Col2 furent rapportés a Col20 (Col2/20) afin de limiter I’impact des
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variations de condition d’analyse. Le méme protocole fut répété apres ajout de 100 mM dans

le PRP.

c. Mesure des concentrations de TXB,
Le TXA,; est un compos¢ instable. La mesure de la concentration étant impossible, elle fut
estimée par la mesure de la concentration d’un de ses métabolites, le TXB,. Les prélévements
sanguins ayant été¢ incubés a 37°C pendant 2 heures, furent centrifugés a 2500g pendant 10
minutes a température ambiante, et congelés a -20°C jusqu’a analyse. Les mesures ont été

réalisées par technique ELISA (TXB,, EIA Kit®, Enzo Life sciences).

d. Comptage des plaquettes réticulées
Pour 36 patients Les plaquettes réticulées furent comptées par cytométrie de flux (82).
La cytométrie en flux est une technique d’analyse et de tri des cellules, dérivée des appareils
de numérations et formules leucocytaires. Elle repose sur la mesure de parametres physiques
(taille, volume, granulation) et biologiques (présence de molécules de surface ...) de cellules
passant une a une a grande vitesse devant un faisceau lumineux (laser).
Un centrage hémodynamique est effectué¢ par injection d’une suspension cellulaire dans une
veine liquide de forte section. Les cellules sont entrainées par flux de liquide qui passe par
une buse de faible diamétre. Or, le débit cellulaire restant constant, et le diamétre diminuant,
la vitesse des cellules augmente. Ce mécanisme permet de focaliser de fagon précise le flux de
cellules devant le faisceau laser.
Pour I’acquisition des données, I’excitation lumineuse des cellules se fait par un faisceau
laser. Lorsque une cellule le traverse, elle émet un certain nombre de signaux lumineux qui
seront utilisés comme source de données par le cytometre. Ces signaux sont représentatifs de

propriétés physiques ou biologiques de la cellule. Il existe des signaux spécifiques de
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propriétés physiques : la diffusion dans 1’axe, essentiellement due a la diffraction de la
lumicre et liée a la taille des cellules, et la diffusion aux grands angles, fonction de
I’hétérogénéité du contenu des cellules. Il existe des signaux spécifiques de fonctions
biologiques : ces signaux sont liés au marquage des cellules par un ou plusieurs
fluorochromes. L’intensité de la fluorescence émise est fonction du nombre de molécules de
fluorochromes fixées sur la cellule.

Un mL de thiazole orange (Retict-Count® Benton Dickinson), dilué¢ a 1/10 avec un tampon
Cellwash® (Becton Dickinson) fut ajouté a 5 pL de sang. Un tube contenant 1 mL de
Cellwash® fut utilis¢é comme contréle. Apres 30 minutes d’incubation dans le noir, les tubes
furent centrifugés a 2500g pendant 2,5 minutes pour former un culot cellulaire. Apres
¢limination du surnageant, le culot fut dilué¢ dans 1 mL de Cellwash®. La cytométrie de flux
fut réalisée sur un appareil quotidiennement calibré (FaCScalibur® Becton Dickinson).
Chaque analyse fut réalisée sur 10 000 plaquettes. Un seuil de positivité fut déterminé a partir
de la fluorescence émise par le tube contrdle. Le pourcentage de plaquettes réticulées fut
déterminé par la mesure du pourcentage de cellules exprimant une fluorescence supérieure a
ce seuil. (fig 11). Les résultats furent exprimés en pourcentage de plaquettes réticulées et en
nombre absolu, déduit de la numération formule sanguine réalisée, contenant la numération

plaquettaire.
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Figure 11 : Méthode de mesure des plaquettes réticulées par cytométrie de flux.

e. Analyse statistique.
Le calcul d’effectif a été réalisé a partir de notre série de 17 patients décrite ci-dessus. Le
rapport d’agrégation Col2/10 a été trouvé a 0,40 + 0,18 a HI-H4, et 2 0,51 £ 0,21 a H21-H24,
avec une différence de 0,11 & 0,24. La corrélation entre les 2 prélévements était r = 0,21.
Dans I'hypothése d'une différence entre les 2 prélévements de 0,11 + 0,20, en prenant comme
différence attendue 0,11 et comme écart type la valeur moyenne de 0,20, un effectif de 43
patients avait une puissance de 80% de trouver significative, avec un risque d'erreur alpha de
5%, cette différence. Pour tenir compte des probables observations non évaluables (déces
avant la 23°™ heure, techniques logistiques, ...), 50 sujets furent recrutés dans I'étude.
Toutes les analyses furent réalisées avec le logiciel SAS® Software V9.1.3 (SAS Institute,
Cary, NC, USA). Le degré de signification choisi fut p<0,05. Les variables continues ont été

présentées en médianes, valeurs interquartiles (entre le 1% et le 3™) et valeurs extrémes. Les
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variables discontinues ont été présentées en fréquence et en pourcentage. La distribution des
variables continues et de leur évolution aux différents temps ne peut étre considérée comme
normale : les comparaisons groupées (prophylaxie par aspirine OUI vs. NON), appariées
(comparaisons TO-T1 et T1-T2) et les analyses de corrélation ont ¢été respectivement
effectuées a l'aide des tests de Mann-Whitney, de Wilcoxon et de Spearman. Les variables
discontinues ont ét¢ comparées par le test du Chi-2 ou de Fisher lorsque les conditions de

validité du premier n'étaient pas réunies.

53



5. Résultats

a. Caractéristiques de la population

n (pourcentage)

Hommes 26 (52%)
Femmes 24 (48%)
AIT 13 (26%)
AVC 37 (74%)
Hypertension 27 (54%)
Tabagisme 21 (42%)
Dyslipidémie 19 (38%)
Diabéte 7 (14%)
Patients déja traités par aspirine 18 (36%)

Mediane int;]rzllf;rrgles e\;‘?rléerlrllress
Age 69 53-78 28-96
Numération plaquettaire (G/L) 222 183-283 51-565
Plaquettes réticulées (pourcentage) 14 10.5-22 5-38
Numération plaquettes réticulées (G/L) 34.7 21.5-46.3 2.5-82
Hémoglobine (g/dL) 13.7 12.7-15.3 | 9.8-16.7
Leucocytes (G/L) 8 6.4-9.5 5.2-16

Tableau 2 : Caractéristiques cliniques et biologiques des patients (n=>50).

Cinquante patients ont été inclus (tab 2), 26 hommes et 24 femmes, d’age de 28 a 96 ans. Dix-
huit patients étaient déja traités, quotidiennement, par une dose de 75 a 160 mg d’aspirine au

moment de I’événement qualifiant. A noter qu’un seul patient présentait une thrombopénie a
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51 G/1, ’hémogramme ayant été disponible apres I’inclusion, tous les autres patient avaient

une numération plaquettaire > a 120 G/L.

b. Résultats biologiques a T0, T1 et T2

TO (n=18) T1 (n=50) T2 (n=50)
Médiane | Interquartile Val? US| Mediane Interquartile Val? US| Médiane Interquartile Val? Urs
extrémes extrémes extrémes
AA (%T) 8 2-13 0-82 6 4-10 0-18 8 3-12 0—-18
Col2 (%T) 47 30-58 3-90 37 21-48 4-63 38 29 —46 5-62
Col20 (%T) 71 63-78 30-85 72 64-78 |36-105 73 64 - 80 50-94
Col2/20 (%) 61 40-79 6—100 48 32-64 9-94 54 41 -61 8 —88
Col2 (ms) 37 27-56 10 - 88 41 31-52 1-180 41 30-50 10 -200
Col20 (ms) 18 15-21 9-29 13 9-17 1-38 12 9-16 3-33
TXB, (pg/mL) | 700 320 -2200 50~ 255 110-540 | 0-1200 680 320 - 1400 85 -
? 20000 5840

Tableau 3 : Résultats d’agrégométrie et de concentrations sériques de TXB, a T0, Tl et T2.

Pour I’agrégation induite par I’AA, il est noté aux 3 temps, des médianes basses, 8% a T0, 6%

a T1 et 8% a T2. L’intervalle entre les valeurs extrémes (0%-18%) est peu étendu a T1 et a

T2, donc apres la prise d’aspirine.

Pour I’agrégation induite par Col2, les médianes sont plus €levées, 47% a TO, 37% a T1 et

38% a T2 avec un intervalle plus important entre les valeurs extrémes, entre 4 et 63% a T1 et

5 et 62% a T2. Cet intervalle est également important pour Col2/20, entre 9 et 94% a T1, 8 et

88% a T2 (tab 3).
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c. Résultats biologiques a T0O avant et apreés ajout d’aspirine in vitro dans le PRP

Avant aspirine dans PRP

Apres aspirine dans

Apres-Avant

PRP
o ) . Médiane Médiane p*
Médiane (interquartile) (interquartile) (interquartile)
AA (%T) 8(2-13) 9(4-12) 1(0-3) 0.47
Col2 latence (ms) 37 (27 - 56) 43 (30-51) 0(-8-14) 0.46
Col2 (%T) 47 (30 - 58) 36 (20 -42) -3(-14-5) 0.22
Col20 latence (ms) 18 (15-21) 16 (12 - 18) -1(-6-2) 0.22
Col20 (%T) 71 (63 - 78) 67 (61 -72) -1(-6-2) 0.26
Col2/20 (%) 61 (40 -79) 54 (32 - 66) 2-17-7) 0.22

Tableau 4 : Résultats d’agrégométrie a T0 avant et apres ajout d’aspirine in vitro dans le

PRP.

* p : probabilité du test de Wilcoxon

Il n’a pas été mis en évidence de différence significative des résultats d’agrégation avant et

apres ajout d’aspirine dans le PRP a TO (tab 4).
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d. Résultats biologiques a T2 avant et aprés ajout d’aspirine in vitro dans le PRP

Avant aspirine dans PRP

Apres aspirine

Apres-Avant

dans le PRP
Médiane (interquartile) (inlt\::[réciizlrlteile) (inlt\gfc;lliZ?tﬁ;le) r
AA (%T) 8(3-12) 9(4-12) 1(-1-2) 0.050
Col2 latences (ms) 41 (30 -50) 35 (27 - 44) 22(-11-3) 0.094
Col2 (%T) 38 (29 - 46) 35(31-41) -1(-5-3) 0.23
Col20 latences (ms) 12.(9-16) 11 (8-16) 0(-4-2) 0.48
Col20 (%T) 73 (64 - 80) 73 (66 - 78) -2 (-7-3) 0.25
Col2/20 (%) 54 (41 -61) 49 (42 - 57) 2(-7-6) 0.81

Tableau 5 : Résultats d’agrégomeétrie a T2 avant et apres ajout d’aspirine in vitro dans le

PRP.

* p : probabilité du test de Wilcoxon

Il n’a pas été mis en évidence de différence significative des résultats d’agrégation avant et

apres ajout d’aspirine dans le PRP a T2 (tab 5).
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e. Evolution des parametres biologiques entre T1 et T2

T2-T1 T2-T1
Valeurs absolues Valeurs relatives de T1
Médiane (interquartile) | p* | Médiane (interquartile) | p*
AA (%T) 0(-3-3) 0,48 -11 (-33 - 50) 0,59
Col2: latence (ms) -1 (-15-13) 0,64 -2 (-33-35) 0,90
Col2 (%T) 0(-4-13) 0,37 0 (-13 - 40) 0,15
Col20: latence (ms) 2(-5-4) 0,87 -10 (-36 - 57) 0,45
Col20 (%T) 22(-9-12) 0,73 -3 (-10-18) 0,54
Col2/20 (%) 4 (-6 - 14) 0,17 9 (-13 - 46) 0,037
TXB; (pg/mL) 410 (30 - 1120) <0,001 158 (12-711) <0,001

Tableau 6 : Evolution des résultats d’agrégométrie et de concentrations sériques de TXB; entre T1 et

72.
* p : probabilité du test de Wilcoxon
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Figure 12 : Evolution des concentrations sériques de TXB; entre T1 et T2.
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Une augmentation significative des concentrations sériques de TXB,, en valeurs absolues et
relatives a été mise en évidence a T2 en comparaison avec T1 (p<0,001) (tab 6, fig 12, 14).

Une augmentation significative de Col2/20, seulement en valeurs relatives, a ¢t¢ mise en
évidence a T2 en comparaison avec T1 (p=0,037). Cette différence est toujours significative si
les valeurs atypiques sont exclues (tab 6, fig 14). Les valeurs atypiques sont arbitrairement
définies comme les valeurs inférieures a q1-1,5*(q3-ql), ou supérieures a q3+1,5*(q3-ql), ou
ql et g3 sont respectivement le ler et le 3éme quartile, et (q3-ql) l'intervalle interquartile.
Elles correspondent a des valeurs que I'on ne s'attend pas a rencontrer dans une distribution

réguliere.

f. Evolution des parametres biologiques entre TO0 et T1

T1-TO T1-TO
Valeurs absolues Valeurs relatives de T1
Médiane (interquartile) | p* | Médiane (interquartile) | p*
AA (%T) 1(-2-5) 0,95 0 (-18 - 100) 0,19
Col2: latences (ms) -7 (-23 - 25) 0,97 -11 (-41 - 81) 0,64
Col2 (%T) -4(-9-6) 0,26 -9 (-30 - 13) 0,42
Col20: latences (ms) -4 (-11--2) 0,0007 -18 (-61 - -9) 0,002
Col20 (%T) 1(-12-8) 0,81 2(-17-11) 0,90
Col2/C20 (%) -3(-19-3) 0,096 -5(-24-12) 0,41
TXB; (pg/ml) -480(-1800 - -200) |<0,001 =79 (-94 - -68) 0,0008

Tableau 7 : Evolution des résultats d’agrégométrie et de concentrations seriques de TXB, entre T0 et
Tl.

* p . probabilité du test de Wilcoxon
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Figure 13 : Evolution des concentrations sériques de TXB, entre T0 et T1.

Une diminution significative des concentrations sériques de TXB,, en valeurs absolues et

relatives a été mise en évidence a T1 en comparaison a TO (p<0,001) (tab 7, fig 13).

Col2/20 tend a diminuer a T1 en comparaison a TO (p=0,096) (tab 7).

g. Ensemble des comparaisons des parameétres biologiques : T1-T2 et T0-T1

p* (T1-TO absolute | p* (T2-T1 absolute p* (T2-T1 relative
values) values) values)
AA (%T) 0,95 0,48 0,59
Col2 (%T) 0,26 0,37 0,15
Col20 (%T) 0,81 0,73 0,54
Col2/20 (%) 0,096 0,17 0,037
TXB; (pg/mL) <0,001 <0,001 <0,001

Tableau 8 : Evolution des résultats d’agrégométrie et de concentrations sériques de TXB; a

T1-T2 et TO-T1.

* p : probabilité du test de Wilcoxon
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h. Corrélations entre variations des concentrations sériques de TXB; et de
I'agrégation

e Evolution T1-T2

Valeurs absolues | Valeurs relatives

r p* r p*
AA (%T) -0,04 0,81 -0,20 | 0,16

Col2 latence (ms) 0,14 0,35 0,28 0,053

Col2 (%T) -0,25 0,075 | -0,23 0,12

Col2/20 (%) -0,15 0,31 -0,11 0,45

Tableau 9 : Comparaison des variations des concentrations sériques de TXB; et
d’agrégations induites au collagene entre T1 et T2.

ry : coefficient de corrélation de Spearman

* p : probabilité du test de Wilcoxon

e Evolution TO-T1

Valeurs absolues | Valeurs relatives

r p* r p*
AA (%T) 0,01 0,96 0,02 0,93

Col2 latence (ms) -0,07 0,80 -0,01 0,97

Col2 (%T) -0,26 0,30 -0,28 0,26

Col2/20 (%) -0,11 0,67 -0,14 0,59

Tableau 10 : Comparaison des variations des concentrations sériques de TXB; et
d’agrégations induites au collagene entre T0 et T1.

rs : coefficient de corrélation de Spearman

* p : probabilité du test de Wilcoxon

Il n’a pas été trouvé de corrélation entre les variations des parametres d’agrégométrie et du

TXB; (tab 9, 10).
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i. Corrélations entre plaquettes réticulées et concentrations sériques de TXB,
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Figure 15 : Recherche d’une corrélation entre les variations de concentrations sériques de
TXB; et le pourcentage, et la numeération de plaquettes réticulées.

La mesure du pourcentage de plaquettes réticulées a pu €tre réalisée pour 36 patients.

Il n’a pas été trouvé de corrélation entre le pourcentage, ou le nombre de plaquettes réticulées,

et les variations de 1’agrégation et du TXB, sérique entre T1 et T2 (fig 15). Il n’y a pas, non

plus, de corrélation entre le pourcentage, ou le nombre de plaquettes réticulées et les

concentrations sériques de TXB,a T2.
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j- Relation entre évolution du TXB; et facteurs de risque

* Tabac
Tabac
Non Oui
n Médiane n Médiane «
(interquartile) (interquartile) P

Evolution T1-T2

TXB; (pg/mL) 29 | 360(30-1090) | 21 | 510(50-1120) 0.83

TXB, (% T1) 28 | 100(12-757) |20| 175(11-520) | 0.96

Evolution TO-T1

TXB, (pg/mL) 10 | -530 (-2550-0) | 8 | -480 (-1465 - -310) | 0.76

TXB, (% T1) 10 | -79(93-0) | 8| -80(97--72) | 0.51

Tableau 11 : Recherche d’une corrélation entre tabagisme et les variations des
concentrations sériques de TXB,.
* p : probabilité du test non paramétrique de Mann-Whitney.



* Hypertension artérielle

Hypertension artérielle

Non Oui
n Médiane n Médiane «
(interquartile) (interquartile) P

Evolution T1-T2

TXB; (pg/mL) 23 | 560 (60 - 1280) | 27 210 (10 - 740) 0.20

TXB, (% T1) 23 | 165(16-657) [25| 100 (8 - 744) 0.90

Evolution TO-T1

TXB, (pg/mL) | 4 | =Y 5'2306)60" 14 | -560 (-1800 - -200) | 0.75
TXB, (% T1) 4 | -52(-85--13) | 14| -81(-95--71) | 028

Tableau 12 : Recherche d’une corrélation entre hypertension artérielle et les variations des
concentrations sériques de TXB,.

* p : probabilité du test non paramétrique de Mann-Whitney.
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Diabéte

Diabéte
Non Oui
n Médiane Médiane «
(interquartile) (interquartile) P
Evolution T1-T2
TXB, (pg/mL) 43 |380(-35-1090) 640 (50 - 1770) 0.33
TXB, (% T1) 42 | 130 (-7-657) 464 (28 - 1744) 0.27
Evolution TO-T1
TXB, (pg/mL) | 13 | 46V 5'515)00 = | 5 (-500 (-1130 - -440) | 0.63
TXB, (% T1) 13 | -77(-93--26) | 5 -93 (-94 - -79) 0.27

Tableau 13 : Recherche d’une corrélation entre le diabete et les variations des concentrations
seriques de TXB,.

* p : probabilité du test non paramétrique de Mann-Whitney.
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* Dyslipidémie

Dyslipidémie
Non Oui
n Médiane n Médiane «
(interquartile) (interquartile) P

Evolution T1-T2

TXB; (pg/mL) 31 |380(-40-1280)| 19 440 (50 - 920) 0.98

TXB, (% T1) 31 | 100 (-13-467) | 17| 185(37-744) | 0.23

Evolution TO-T1

TXB, (pg/mL) | 5 | 2> (()')3290' 13 | -460 (1130 - -240) | 0.63
TXB, (% T1) s | 93¢93-0) |13 -78(94--71) | 092

Tableau 14 : Recherche corrélation entre dyslipidémie et les variations des concentrations
seriques de TXB,.
* p : probabilité du test non paramétrique de Mann-Whitney.

Aucun des facteurs de risque étudiés n’influe significativement sur les variations des

concentrations sériques de TXB, entre T2 et T1, T1 et TO (tab 11-14).

VI1. Discussion

Cette ¢tude est la premicre décrivant 1’effet biologique de la premiére dose orale d’aspirine
donnée a la phase aigué de I’AVC ischémique.

En se placant a T1, pour tous les patients, cette dose est capable d’inhiber I’agrégation induite
par I’AA, et les concentrations sériques mesurées de TXB, sont basses. Chaque patient a donc
une réponse plaquettaire a 1’aspirine. Il n’y a donc pas de « résistance a 1’aspirine », notée par
cestestsa Tl.

Fontana et al (45) ont ¢tudié I’effet d’une dose quotidienne de 100 mg d’aspirine, chez 96
volontaires sains, en mesurant les concentrations sériques de TXB, et I’agrégation plaquettaire

induite par I’AA, le collagéne et ’ADP. Ainsi, ils définirent une « vraie résistance » a
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I’aspirine par un défaut d’inhibition d’agrégation plaquettaire avec une concentration élevée
de TXB,. L’aspirine, dans ce cas, ne semble pas agir sur sa cible: la COXI1. Cette
« résistance » fut décrite seulement chez un seul sujet. Dans ce cas, il n’a pas ét¢ mis en
évidence de mutation de la COXI1 ; la présence d’un facteur sanguin extra-plaquettaire,
empéchant 1’action de ’aspirine, a été suggérée. Ils définirent une « pseudo-résistance » a
I’aspirine par un défaut d’inhibition plaquettaire mais avec une concentration abaissée de
TXB,. Cette situation concerna 28 sujets.

Une «vraie résistance » ne peut, en fait, se définir que par 1’absence totale d’action de
I’aspirine sur la COX1 (fig 16), donc n’affectant absolument pas la concentration de TXA,.
En conditions expérimentales in vitro, la réponse plaquettaire a 1’aspirine est nulle. Cela
pourrait étre donné, par exemple, pour des mutations du site d’acétylation de COXI.
Cependant, pour le sujet décrit par Fontana et al, I’augmentation des doses d’aspirine réussit a
vaincre « la résistance ». L’insensibilité¢ de la COX1 n’est pas totale, et il n’y a donc pas de
« vraie résistance » du sujet. Par contre, en cas d’hyperactivité plaquettaire, 1’aspirine peut
diminuer des concentrations basales ¢levées de TXA,, mais de facon insuffisante pour inhiber
efficacement 1’agrégation. Dans ce cas, I’aspirine agit bien sur la COX1 mais d’autres voies,
comme la COX2, peuvent assurer une production de TXA,, ou une activation plaquettaire
TXA; indépendante (fig 17). Ces deux types de moindre réponse sont donc trés différents de
par leurs mécanismes, leur fréquence et certainement de par les solutions qui pourront étre

proposées.
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Résistance vraie a I'aspirine.

Thrombine

GPllb/llla ADP

Fibrinogéne

Figure 16 : vraie « résistance » a l’aspirine

L’aspirine serait incapable d’inhiber la COXI et de diminuer, suffisamment ou pas du tout, la

synthese de TXA,.
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Pseudo-résistance a I'aspirine.

ISOPROSTANES Thrombine
TXA,non COX1

ASPIRINE | ——CO

GPIlb/llla ADP

(l

Fibrinogéene

Figure 17 : « pseudo-résistance » a [’aspirine.

L aspirine inhibe bien la COX1 mais la stimulation par d’autres agonistes est suffisamment
forte pour que [’activation plaquettaire ne soit pas affectée par l’inhibition de la synthése de
TXA».

Si les résultats d’agrégométrie obtenus avec I’AA sont homogenes, ce n’est pas le cas avec
ceux concernant Col2. A T1, les valeurs d’agrégométrie varient de 0 a 18% pour I’AA contre
4 a 63% pour Col2. Cela montre que si I’aspirine, dans ce contexte, est capable d’une
inhibition quasi-totale de 1’agrégation a I’AA pour tous les patients, elle est partielle et
variable pour le collagéne (fig 18). Plusieurs raisons nous ont amenés a étudier I’agrégation
induite par le collagéne. Cette molécule joue un role important dans les mécanismes
thrombotiques artériels au cours de la rupture d’une plaque athéromateuse (86). Les
plaquettes expriment plusieurs récepteurs au collagéne, qui contribuent a leur activation et a
I’adhésion. La rupture de la plaque athéromateuse met a nu la matrice sous-endothéliale

contenant du collagéne, capable d’activer les plaquettes, et donc de former un thrombus,

source potentielle d’emboles. L’aspirine est capable d’inhiber partiellement 1’agrégation
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plaquettaire produite par le collagéne (87). Cette agrégation mesurée par photométrie a été
suggérée comme ¢étant un meilleur indicateur que celle induite par I’AA (88). Les différentes
valeurs d’agrégation induite par le collagéne, a 6 minutes, a T1 et a T2, seraient donc le
témoin d’une variabilit¢ de réponse plaquettaire a 1’aspirine. Cela pourrait étre le témoin
d’une variabilité inter-individuelle. Si I’agrégation a I’AA est un bon témoin de la compliance
du patient, I’agrégation au collageéne serait un indicateur sensible de la réponse plaquettaire a
I’aspirine. Ces résultats, accompagnés de ceux de 1’é¢tude menée par Fontana et al montrent

que le terme « variabilité¢ de réponse a I’aspirine » devrait €tre préféré au terme beaucoup plus

réducteur de « résistance ».
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Figure 18 : Agrégométries photométriques réalisées a 2 patients dans les mémes conditions

montrant une variabilité de I’agrégation induite par Col2.

A. Patient répondeur. L’ aspirine inhibe fortement I’agrégation induite par Col?2.

B. Patient avec mauvaise inhibition par [’aspirine de [’agrégation induite par Col?2,
partiellement améliorée par [’ajout in vitro d’aspirine dans le PRP.
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La série observationnelle a partir de 17 patients, intégrant 1’agrégation induite par le
collageéne, nous amenait a penser que I’inhibition des plaquettes par une dose quotidienne
d’aspirine, varie au cours des 24 heures, avec récupération partielle de I’activité plaquettaire
entre 2 prises. Cela vient d’étre récemment confirmé, pour des patients traités
quotidiennement par aspirine, en prévention secondaire de la maladie coronarienne, avec
mesure des concentrations sériques de TXB, et agrégométrie photométrique avec AA (89)
C’est pourquoi, nous avons décidé de réaliser nos mesures a 2 temps: au moment de
I’inhibition plaquettaire maximale, puis au plus ¢loigné de la prise d’aspirine.
L’augmentation, hautement significative, des concentrations sériques de TXB,, a T2 en
comparaison a T1, montre, clairement, qu’il y’a une récupération de la synthése de TXA,,
principale cible de I’aspirine. Or, puisque I’inhibition de la COXI1 par 1’aspirine est
irréversible, le TXA; ne peut provenir que soit d’enzymes nouvellement synthétisées apres la
disparition de I’aspirine ou d’une production de TXA, indépendante de COX1.

Les plaquettes les plus jeunes, appelées également plaquettes réticulées, contiennent encore de
I’ARNm permettant la synthése de COX1 (82). Apres le passage de 1’aspirine dans le flux
sanguin, et son action sur les plaquettes, elle est rapidement éliminée. Les plaquettes
réticulées seraient capables de synthétiser de nouvelles enzymes COX1 et méme COX2 qui
ne seront donc pas soumises a I’action de 1’aspirine, et permettre une récupération de 1’activité
plaquettaire par production de TXA,. De plus, le renouvellement plaquettaire pourrait tre
favorisé par les états inflammatoires et par une maladie athéromateuse marquée (90),
conditions souvent trouvées a la phase aigué¢ de ’AVC ischémique. Nous n’avons pas réussi a
montrer de corrélation entre les variations des concentrations sériques de TXB, et le nombre
ou le pourcentage de plaquettes réticulées. Cependant, nous n’avons déterminé ce paramétre
que pour 36 patients, et presque tous les sujets de notre population présentaient une

récupération de 1’activité plaquettaire. Il serait intéressant de déterminer la numération de
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plaquettes réticulées pour une population avec un plus grand effectif, et de comparer 2
groupes de sujets, avec et sans récupération de 1’activité plaquettaire. Un défaut d’inhibition
de COXI1 par I’aspirine peut, aussi, survenir. L’acces de COX1 peut-€tre limité par la prise
d’AINS qui se fixent, mais de fagon réversible dans le canal hydrophobe, site d’action de
I’aspirine, rapidement ¢liminée du flux sanguin. C’est pourquoi, les patients qui avaient pris
des AINS, dans un délai inférieur a 24 heures a la prescription de 1’aspirine, ne pouvaient étre
inclus dans notre ¢étude. Le diabéte favoriserait la glycation des protéines du canal
hydrophobe, diminuant 1’affinité de I’aspirine pour COX1 (78).

Il existe d’autres sources de TXA2 que la COX1. La COX2, beaucoup moins sensible a
I’aspirine que COXI, est également capable d’en synthétiser. Il s’agit d’une enzyme
ubiquitaire, présente non seulement dans les plaquettes mais également dans des cellules
nucléées : les monocytes, les macrophages et les cellules endothéliales. Elle est capable de
produire la prostaglandine H2, précurseur du TXA,, dont la synthése est rendue possible
malgré DI’inhibition de COX1 par 1’aspirine. L’expression neuronale de COX2 pourrait
aggraver I’ischémie cérébrale (52).

La restauration d’une activité plaquettaire est, également, démontrée dans notre étude par
I’agrégation induite par le collagéne (fig 19) avec Col2/20. L’augmentation significative de
Col2/20 a T2 en comparaison avec T1 montre, en regard d’une récupération plaquettaire
démontrée par les variations de concentrations sériques de TXB,, qu’il s’agit d’un indice de la
sensibilité plaquettaire a 1’aspirine. Cependant, plusieurs points nous ameénent a penser que
I’augmentation de Col2/20 n’a pas la méme signification que celle des concentrations sériques
de TXB,. Tout d’abord, le degré de significativité est plus faible pour Col2/20 que pour le
TXB,, et n’est valable que pour les valeurs relatives. Ensuite, nous n’avons pas trouvé de
corrélation entre les variations des concentrations sériques de TXB, et celles de I’agrégation.

Enfin, 1’ajout d’aspirine directement dans le PRP ne diminue significativement pas
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I’agrégation induite par le collagéne, montrant que d’autres voies, que celle TXA2
dépendante, interviennent dans cette agrégation.

Pulcinelli et al (37) ont pu montrer une corrélation positive entre les concentrations sé€riques
de TXB, et I’agrégation induite par le collagéne en utilisant une méthode différente de la
notre. La concentration de TXB, était mesurée directement dans le surnageant du PRP apres
photométrie. Pour notre étude, les prélévements sanguins destinés a cette mesure étaient
réalisés, certes, en méme temps que ceux destinés a I’agrégométrie mais traités et analysés de
facon différente. L’analyse statistique globale ne nous a donc pas permis de montrer une
influence de I’ajout d’aspirine, directement dans le PRP, sur 1’agrégation induite par le
collagene a TO et a T2. Cependant, certains patients avec une courbe d’agrégation élevée au
collagéne montrent bien une décroissance de celle-ci par prise d’aspirine per os, ou par ajout
direct in vitro dans le PRP (fig 20). Nous pourrions émettre I’hypothése que Col2/20 pourrait
impliquer la voie TXA, dépendante, mais également d’autres mécanismes non TXA;
dépendants. Par exemple, les isoprostanes sont des composés, synthétisés par oxydation de
I’AA, induisant la vasoconstriction et 1’activation plaquettaire, par liaison avec le récepteur du
TXA,. Ces résultats suggerent que 1’agrégation induite par le collagéne, et en particulier
Col2/20, est un bon indicateur de la sensibilité individuelle des plaquettes a 1’aspirine, mais

qu’il n’est pas spécifique de la voie TXA, dépendante.
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Figure 19 : Agrégométrie photométrique a T1 et T2 montrant une récupération de [ activité
plaquettaire par diminution de l’inhibition de |’agrégation induite par Col2.

T1 : Inhibition forte de I’agrégation induite par [’AA et Col?2.

T2 : Inhibition forte de I’agrégation induite par I’AA. Inhibition modérée de [’agrégation
induite par Col2, améliorée par l’ajout d’aspirine in vitro.

Conclusion : A T2, il est observé une récupération de l’activité plaquettaire avec ascension

de la courbe d’agrégation induite par Col2, alors qu’il n’y a pas de modification de
[’agrégation induite par [’AA.

L’aspirine étant actuellement I’anti-plaquettaire le plus largement prescrit a la phase aigué€ de
I’AVC ischémique, la question quant a son utilité chez des patients recevant déja une dose
quotidienne est souvent posée par le clinicien. Halawani et al (91) ont montré dans les
conditions de la phase aigué¢ de I’AVC ischémique, pour des patients déja traités par une dose
quotidienne d’aspirine, qu’une dose de 75 a 150 mg n’inhibait pas, pour tous les patients,
completement la voie TXA, dépendante. Dix-huit de nos patients étaient déja traités par une
dose quotidienne de 75 a 160 mg au moment de I’événement qualifiant (fig 18). Au regard

des résultats d’agrégométrie photométrique, 2 d’entre eux conservaient une agrégation induite
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par I’AA, nous faisant douter de leur observance thérapeutique (fig 19). L’interrogatoire fut
repris, les 2 sujets assurant qu’ils avaient bien pris leur dose habituelle d’aspirine. Notre étude
ne comportait pas de mesure de I’aspirine dans le sang, ce qui ne nous a pas permis d’étre slrs
que cette prescription avait été¢ respectée. Méme si Deffectif est réduit, la diminution des
concentrations sériques de TXB; est hautement significative a T1 en comparaison a TO
(p<0,001). Col2/20 tend également a décroitre, mais de fagon non significative (p=0,096), en
raison certainement du peu de patients inclus avec cette condition. Ces résultats démontrent
que la dose orale de 300 mg d’aspirine donnée a la phase aigué de ’AVC ischémique, est
capable de compléter 1’inhibition, produite par une dose inférieure, de la voie TXA;

dépendante (fig 20,21), sans que nous n’ayons trouvé un seul malade non sensible.
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Figure 20 : Agrégométries a T0 et a Tl chez un méme patient traité par une dose quotidienne
de 75 mg d’aspirine montrant :
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- a T0 : une agrégation induite par Col2 peu inhibée par la prise quotidienne orale
d’aspirine, inhibée ensuite fortement par [’ajout d’aspirine, in vitro, directement dans le PRP.
L’observance au traitement est prouvée par une agrégation induite par [’AA inhibée.

-a Tl : apres la dose de 300 mg d’aspirine per os, la courbe rose rejoint la bleue, ['inhibition
de ’agrégation induite par Col2 est équivalente a celle produite par [’ajout direct d’aspirine
dans le PRP.

Conclusion : la dose orale de 300mg d’aspirine est capable de compléter [’inhibition
plaquettaire produite par une dose inférieure quotidienne.

Numeration Plaquettaine: NP PRP 260 GIL N* Lot
M0 T T | TO
100
« P Tt A Ve Col20
80 sk (R W
LN e | AA
L r'l,"k"ll T |
0 1 A |
> A |
T W i
i l
Eol
<
) ,-
|
= i |
10
° |
-0 |
J
000GG0 DOOI00 O00Z00 OOOXO0 OOOA00 000500 0GOE00 OOOTA0 (GOBO0 O0GBO0 00O
Tormps {heure : mn ) Tl
Mumeration Plaquetiaire: NP PRP 186 GIL N* Lot
10
7 P W [P, (St B Bt s Col20
o '1‘&""1‘&'.‘".""5 ‘] LA s
“| "
AN { '] | I |
a0 it} % -3 L |
J' Ii |
1l
i LA R
|
5 §l
0 W |
- a0 .-I! {
o [ .
§ g " ¢ AT AR A )
% 0 il |
- XN
- 4
0
0 ?
10 ;
o | AA
-0 |

00000 000100 000ZO0 OOO300 OOOA00 OGOS00 000600 QOOTO0 OO0B00 000800  O0:Of
Temps (heure - min )

Figure 21 : Patiente traitée quotidiennement par 75 mg d’aspirine au moment de la survenue
d’un AIT.

T0 : Pas d’effet de l’aspirine. L’ ajout in vitro d’aspirine inhibe fortement I’agrégation induite
par I’AA et modérément celle induite par Col2.

T1 : La prise de 300 mg d’aspirine per os inhibe fortement [’agrégation induite par [’AA et
modérément celle induite par Col?.

Conclusion : Méme si [’observance, a domicile, n’est pas certaine, l’ajout d’aspirine in vivo
et in vitro n’entraine qu 'une inhibition modérée de l’agrégation induite par Col2. Ceci serait
le témoin d’une moindre sensibilité plaquettaire a [’aspirine

Ces observations permettent de proposer des solutions thérapeutiques afin d’améliorer la

protection par les anti-plaquettaires a la phase aigu€ de I’AVC ischémique.

71



Si ’on veut agir sur la voie TXA, dépendante, il pourrait étre proposé¢ d’augmenter la
fréquence d’administration de 1’aspirine au moins pendant les 24 premieres heures. Ainsi, les
jeunes plaquettes pourraient étre plus souvent exposées a 1’aspirine. L’une des solutions
envisagées aux productions de TXA, autres que celles de COX1 ¢était I’emploi d’un
antagoniste spécifique des récepteurs du TXA,, appel¢ S18886 ou terutroban.
Malheureusement, celui-ci n’a pas montré de supériorit¢ par rapport a 1’aspirine, en
prévention secondaire des AVC ischémiques dans 1’é¢tude PERFORM (92). Cependant 1’étude
ne s’intéressait pas a la phase aigué, et ’analyse des sous-groupes montrait que la survenue
d’événements ischémiques artériels était significativement moins fréquente pour des patients,
ayant présenté 1’éveénement qualifiant sous aspirine, dans le groupe terutroban, que dans le
groupe aspirine. Cette molécule semblait donc utile pour des patients en « échec clinique de
I’aspirine ».

Si ’on veut agir sur les autres voies d’activation plaquettaire (non TXA, dépendantes),
I’emploi d’autres anti-plaquettaires parait indispensable (fig 22). Cependant, peu sont utilisés
en Neurologie et n’ont jamais été utilisés dans des études avec des effectifs aussi importants
que CAST ou IST a la phase aigu€ de ’AVC.

L’activation des récepteurs P2 par I’ADP joue un rdéle important dans 1’agrégation
plaquettaire (93). Les thiénopyridines ont ét¢ développées pour bloquer le récepteur P2Y;, de
facon irréversible. Ticlopidine est actuellement trés peu prescrite en France, & cause d’une
toxicité hématologique accrue. Elle a été remplacée par clopidogrel qui est utilisé dans la
prévention secondaire des complications ischémiques artérielles de I’athérome, avec une
légere supériorit¢ a D’aspirine dans I’étude CAPRIE (12). Clopidogrel est aujourd’hui
fréquemment prescrit dans la prévention secondaire de I’AVC ischémique, mais encore une
fois, des études manquent pour connaitre son effet a la phase aigué. Cependant, il existe

¢galement avec clopidogrel des variabilités de réponse de I’agrégabilité plaquettaire (94,95).
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Clopidogrel doit étre converti en métabolite actif, notamment par le cytochrome P450 3A4.
De nombreux médicaments empruntent la méme voie et peuvent interférer avec son
métabolisme. Le polymorphisme des récepteurs P2Y, des cytochromes et les variabilités
pharmacocinétiques sont également incriminés (96). En dehors du domaine neurologique,
prasugrel a été comparé a clopidogrel par des tests plaquettaires (97), et en prévention des
phénomenes thrombotiques aprés pose de stents coronariens (98). Les résultats montrent une
diminution des complications thrombotiques artérielles, mais au prix d’une augmentation des
complications hémorragiques. Son efficacité serait due a une meilleure conversion, et moins
dépendante du cytochrome P450, du précurseur en métabolite actif. D’autres molécules avec
une inhibition réversible des récepteurs P2Y,, comme cangrelor, ticragelor ou elinogrel sont
en cours d’évaluation dans le domaine de la Cardiologie (99).

Dipyridamole inhibe une phosphodiestérase plaquettaire et la captation de I'adénosine.
L'European Stroke Prevention Study (13) et 1’é¢tude ESPRIT (100) ont suggéré que
l'association d'aspirine a faible dose (2 x 25 mg/j) et de Dipyridamole a action prolongée (2 x
200 mg/j) était plus efficace que l'aspirine seule en prévention secondaire de I’AVC
ischémique. Cette association représente donc avec ’aspirine et clopidogrel, les seuls anti-
plaquettaires prescrits en prévention secondaire de I’AVC ischémique.

Les récepteurs PARs peuvent étre activés par la thrombine et interviennent dans 1’agrégation
plaquettaire et, plus largement, dans la thrombose artérielle athéromateuse (101). Des
inhibiteurs de ces récepteurs sont donc en cours d’évaluation. Pour I’instant, aucune
application n’existe dans le domaine de la Neurologie.

Les glycoprotéines (GP) IIb/Illa jouent un réle important dans la formation du thrombus
plaquettaire en liant le fibrinogéne aux plaquettes activées (81). Des inhibiteurs des
GPIIb/IIIa, abciximab et eptifibatide, sont actuellements utilisés pour encadrer les

angioplasties coronaires. Tirofiban est actuellement étudié, pour ce méme geste, en cas de

79



résistance a I’aspirine et/ou a clopidogrel (102). L’emploi de ces molécules a la phase aigué
de ’AVC ischémique, pour favoriser la reperméabilisation précoce du vaisseau, a donné lieu
a des ¢études de phases I et II, mais pas de phase III (103). Des observations sont rapportées
dans la littérature pour traitement de thromboses du tronc basilaire ou d’embolies distales
secondaires a une thrombolyse intra artérielle d’un vaisseau cérébral (104).

L’association de [’aspirine a clopidogrel est utilisée en prévention secondaire des
complications thrombotiques des angioplasties coronaires (105). Cependant, I’étude MATCH
(14) ne montre pas de bénéfice significatif, en Neurologie, en prévention secondaire des
épisodes thrombotiques artériels au long cours, de cette association comparée a clopidogrel
seul, avec de plus, une augmentation des complications hémorragiques. Si I’association entre
deux anti-plaquettaires avec des mécanismes d’action différents, comme 1’aspirine et
clopidogrel, pourrait étre envisagée, il existe pourtant des phénoménes de résistance pouvant
intéresser ces 2 molécules. Lev et al (106) ont montré que 47% de patients avec une mauvaise
réponse plaquettaire a I’aspirine avaient également une mauvaise réponse a clopidogrel. Les
mécanismes incriminés sont le diabeéte, avec une augmentation des P-sélectines et des
GPIIb/II]a, et le renouvellement plaquettaire plus important chez les sujets jeunes. Une telle
association pourrait cependant étre utilisée, pendant un temps limité, a la phase aigué€ de
I’AVC ischémique. Elle diminuerait la survenue d’embols distaux en comparaison avec une
monothérapie par aspirine (107).

La mesure, en pratique clinique, de facon systématique, de la sensibilit¢ des plaquettes a
I’aspirine a la phase aigu€ de I’AVC ischémique est a discuter. Elle ne parait pas faisable, de
manicre courante, au lit du malade, par 1’agrégation photométrique, et par le dosage du TXB,,
méme si ce dernier serait le plus sensible. Un test simple comme le Verify Now®, employant

le collagene serait a développer et a étudier.
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Les différentes cibles d’inhibition plaquettaire.

Clopidogrel
Prasugrel
Cangrelor
Ticagrelor
Elinogrel

Inhibiteurs PAR

S18886

Récepteurs

Aspirine

GPlIb/Illa

TXA,
abciximab
eptifibatide
tirofiban

Fibrinogéne

Figure 22 : Chaque récepteur entrainant une activation plaquettaire (récepteurs pour le
TXA;, la thrombine, I’ ADP) via sa liaison avec un agoniste, représente une cible
thérapeutique d’inhibition de [’activation plaquettaire. Les inhibiteurs des GP IIb/Illa
empéchent la liaison des plaquettes avec le fibrinogene.

Limites de notre étude

Les variations de condition d’expérience ont pu influencer les résultats de notre étude. Les
inclusions dans I’é¢tude n’ont pas été consécutives, les analyses n’étant pas possibles le samedi
et le dimanche. Les prélévements et les analyses n’étant pas été réalisés sur le méme site, un
temps de transport, inférieur a 4 heures, mais non constant, doit étre pris en compte. Les
inclusions se sont déroulées du 20/12/2010 au 31/03/2011, exposant les prélévements a des

températures ambiantes différentes pendant le transport et ’analyse. Les agrégométries

photométriques n’ont pas été réalisées a chaque fois par la méme personne. Afin de diminuer
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I’effet de ses variations sur nos résultats, nous avons rapporté¢ les résultats d’agrégation
induite par Col2 a ceux induits par Col20, en considérant que ces derniers sont indépendants
de la voie TXA, dépendante. Or, nous avons pu observer, chez certains patients, des
modifications de I’agrégation induite par Col20 apres ajout d’aspirine in vitro dans le PRP,
témoignant d’une agrégation pouvant étre influencée par le TXA,. Des doses plus ¢levées de
collagene devraient étre employées lors de nos prochaines expériences. La mesure du
pourcentage de plaquettes réticulées n’a été possible que pour 36 patients et nous n’avons pas
compar¢ les résultats a un groupe contrdle, ce qui aurait permis de savoir si les patients
victimes d’AVC ischémique en ont un pourcentage plus élevé. Le dosage sérique de 1’aspirine
pour s’assurer de I’observance thérapeutique des patients déja traités au moment de
I’inclusion, n’a pas ¢été réalisé¢. Enfin, aucun patient de notre groupe n’a présenté de récidive
ischémique, ce qui ne permet pas de savoir avec certitude si la récupération plaquettaire
expose aux évenements cliniques. D’autres études, multicentriques, avec des effectifs plus

¢levés seraient nécessaires.
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Laboratory effect on platelet activity within 24 hours of the first 300 mg
oral dose of aspirin given at hospital during the acute phase of ischemic

cerebral events
Richard S, Toussaint-Hacquard M, Fay R, Lacour JC, Ducrocq X, Lecompte T.

Running title: Laboratory effect of first dose of aspirin after stroke

(UNDER REVIEW)

Abstract

Background and purpose: Aspirin is the most commonly used anti-platelet treatment during
the acute phase of cerebral ischemic events. However, despite this protection, early ischemic
recurrences are frequent and considered as clinical failures of this therapy.

Method: We studied laboratory parameters of the first 300 mg oral dose of aspirin given
within 48 hours after an ischemic cerebral event. Two blood samples were taken from all the
patients: the first during the third hour following aspirin intake (T1) and the second during the
twenty-fourth hour (T2). For patients already treated with a daily dose of aspirin, a
supplementary sample was taken before aspirin intake (TO0). Platelet reactivity was studied on
the basis of serum thromboxane (TX) B, levels and light transmission aggregometry after
stimulation of platelet-rich plasma by acid arachidonic and collagen 2ug/mL in relation to
collagen 20 pg/mL (Col2/20 ratio).

Results: Fifty patients were included. TXB, values (p<0.001) and relative values of the
Col2/20 ratio (p=0.037) were significantly higher at T2 compared to T1. For patients already
treated with aspirin, TXB, levels (p<0.001) were significantly lower at T1 compared to TO.
Conclusion: Platelet reactivity recovers within 24 hours following the first 300 mg oral dose
of aspirin during the acute phase of a cerebral ischemic event as demonstrated by TXB; levels
and Col2/20 ratio. This would favour early ischemic recurrences. However, this dose is able
to complete the inhibition of the TXA, pathway for patients already treated with aspirin.

(ClinicalTrials.gov NCT01375400)
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Introduction

Aspirin is widely prescribed after ischemic stroke to reduce thrombotic recurrences (1,2). It
preferentially and irreversibly inactivates the cyclo-oxygenase (COX) 1 (3) thus inhibiting
production of thromboxane (TX) A,, a powerful platelet activator. However, although
numerous studies describe protection against thrombotic recurrences, failures or laboratory
aspects of low dose of aspirin in the long term (4) and the effects of the first dose given
during the acute phase of ischemic stroke are less known. Only a few trials have focused on
this period (5), the most important being IST (6) and CAST (7). These randomised trials
studied the effects of 160 to 300 mg once daily aspirin initiated in patients within 48h after
ischemic stroke. They concluded in a reduction of about seven recurrent ischemic strokes for
every 1000 patients treated with a maximum follow-up of 6 months. This moderate benefit is
offset by the immediate high risk of recurrences: 7% of patients present another
cerebrovascular event within a week of the first one (8) and 11% within a month (9). The term
“aspirin resistance” has emerged following a description of cerebral ischemic events in
patients taking aspirin. It represents both clinical and laboratory failure with an inability to
inhibit platelet TXA, synthesis and dependent functions (10,11). Some studies (12-15) have
attempted to demonstrate a link between these two aspects, and to show that patients with
poor response to aspirin are more prone to recurrent ischemic events. However, in contrast to
clinical resistance, defined by an ischemic event despite aspirin treatment, there is no clear
definition of laboratory resistance. This might be because laboratory resistance is assessed by
different tests and not only does the percentage of patients with poor response depend on the
type of test used, but the correlation between tests is poor (16). A description of the laboratory
effects of aspirin during the acute phase of stroke may help to understand the mechanisms of
recurrence and design new therapeutic strategies (17). This study is all the more important as

patients already treated by a 75 to 160 mg daily dose of aspirin were also included to observe
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effects of a higher dose given during the acute phase of stroke. Variations in platelet
inhibition during the 24 hours following aspirin intake have also been reported (18): recovery
of platelet activity could be due, in part, to reticulated platelets able to synthesize TXA,
despite aspirin exposition (19).

The aim of this study was to describe the laboratory effect of the first 300 mg oral dose of
aspirin, given at hospital, after an ischemic cerebrovascular event. The effect was measured at
the third and twenty-fourth hour after aspirin intake to follow platelet function recovery. The
laboratory tests employed were: light transmission aggregometry (LTA) on platelet-rich
plasma (PRP) stimulated with arachidonic acid (AA) and collagen, serum TXB, levels, and

reticulated platelet count and percentage.

Materials and methods
This was a single centre, prospective study approved by the local institutional ethics

committee. Each patient gave written informed consent.

Patient inclusion

Fifty patients hospitalized at the stroke unit of Nancy, department of Neurology (France) were
enrolled during a period of 3 months (December 2010-March 2011). Eligible patients had
presented symptoms of ischemic cerebral events within 48 hours, with the diagnosis
confirmed by CT or MRI brain scan and a neurologist’s exam. They could have been treated
with a daily dose of aspirin. Exclusion criteria were: patients under 18 years old, pregnancy,
patients at high risk of bleeding, hemorrhagic stroke, treatment by anticoagulants or non-
steroidal anti-inflammatory drugs (NSAID). Age, sex, vascular risk factors, hemoglobin,
platelet, and leukocyte counts were noted. Patients received an oral 300 mg dose of aspirin

(Kardegic®, Sanofi-Aventis, France), witnessed by the nurse or the neurologist. Two blood
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samples were taken by venipuncture into citrated (0.105M) tubes (Vacutainer®, Becton
Dickinson) for LTA, and to measure the percentage of reticulated platelets, and into a tube
with no anticoagulant to measure serum TXB; levels. The first sampling (T1) was performed
during the third hour after aspirin intake, as peak plasma levels occur 30 to 40 min after
aspirin ingestion, and platelet inhibition is evident by one hour (20). The second sampling
(T2) was performed during the twenty-fourth hour, just before the usual second aspirin intake.
An additional sampling (TO) was performed before the 300 mg oral dose if the patient was

already treated by a daily dose (75 to 160 mg) of aspirin.

LTA

Platelet reactivity was measured by LTA (Soderel Medical Aggregometer, Nancy France).
This method is considered as a “gold standard” of platelet function testing and is widely used
for identifying and diagnosing platelet function defects (16). The blood samples were
centrifuged at 170g for 10 minutes to prepare the PRP. The remaining blood fraction was
centrifuged at 2500g for 10 minutes at room temperature to separate platelet-poor plasma
(PPP). The PRP was stimulated by 1.39 mmol/l of AA (BioData Corporation Horsham USA)
and by two concentrations of collagen (Collagen Horm®, Nycomed Linz, Austria) 2 ug/mL
(Col2) and 20 pg/mL (Col20). Col20 induces an aggregation almost independent of the TXA,
pathway. Aggregation was expressed as the percent change in light transmission from
baseline at 6 min using PPP as a reference. For collagen-induced platelet aggregation, results
with Col2 were related to results with Col20 (Col 2/20 ratio) to limit the impact of variations
induced by the effects of pre-analytical conditions. LTA was repeated after addition of aspirin

(100mmol/L) to the PRP.
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TXB,

As TXA; is an unstable component that cannot be directly measured, we estimated the levels
by measuring the concentration of its metabolite, TXB,, by immunoassay. Blood samples
were incubated for 2 hours at 37°C and centrifuged at 2500g for 10 min at room temperature.
The serum was kept frozen at -20°C until analysis. TXB, levels were measured by TXB, EIA

Kit® (Enzo Life Sciences).

Reticulated platelets

Reticulated platelets were measured by flow cytometry assay for 36 patients (19). Five
microliters of whole blood were added to a tube containing 1 mL of thiazole orange (Reti-
Count® Becton Dickinson) prediluted 1/10 in Cellwash® (Becton Dickinson), and another 5
uL into a tube with 1 mL of Cellwash® as control. After incubation for 30 min in the dark the
tubes were centrifugated at 1200g for 2.5 min to form a cellular pellet. The supernatant was
discarded and the pellet was resuspended in 1 mL of Cellwash. Flow cytometry was
performed on a daily calibrated cytometer (FaCSCalibur® Becton Dickinson). Each analysis
was performed on 10 000 stained platelets counted within the platelet gate. Platelets
demonstrating an increase in mean fluorescence intensity beyond a threshold margin set at
<1% of all platelets at baseline were counted as reticulated platelets, and expressed as a

percentage of total platelets counted.

Statistical analysis
All analyses were performed using SAS® Software V9.1.3 (SAS Institute, Cary, NC USA).
The two-tailed significance level was set at p < 0.05. Owing to the small sample size, no

adjustment for multiple testing was attempted.

87



Continuous variables were presented as median, interquartile range and overall range,
categorical variables as frequency and percent. Within-subject comparisons and correlation
analyses were carried out using respectively the non-parametric paired Wilcoxon and

Spearman tests.

Results

Fifty patients were included over a 3-month period. Clinical and laboratory data are shown in
table 1 and 2.

AA-induced platelet aggregation showed a low median — 6% at T1 and 8% at T2 — with a
small interval in extreme values, 0%-18% at T1 and T2. Col2-induced platelet aggregation
gave a higher median — 37% at T1 and 38% at T2 — with a larger interval between extreme

values, 4%-63% at T1 and 5%-62% at T2 (table 2).

At T2, the increase in TXB, serum levels as compared to T1 values in absolute (figure 1A,
table 3) and relative values was found highly significant (p<0.001). The increase in the
Col2/20 ratio was found significant only in relative values (p=0.037) (figure 1B, table 3). No

correlation was demonstrated between variations in TXB, and Col2/20 ratio values.

Before inclusion in this study, 18 patients were already prescribed a daily dose of aspirin. At
T1, TXB, serum levels in absolute and relative values showed a significant decrease as
compared to TO values (p<0.001). Absolute Col2/20 ratio values were non-significantly lower
(p=0.096) (table 3).

There was no significant change in AA- and collagen-induced platelet aggregation after

addition of aspirin to PRP at T1 and T2.
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No correlation was found between reticulated platelets (count and percentage) and variation

of TXB, levels.

Discussion

To the best of our knowledge, this is the first study to describe the effect of an initial oral dose
of 300 mg of aspirin, administered in hospital, after an acute ischemic cerebral event.

The first observation of our results is that the first oral intake of 300 mg aspirin inhibits AA-
induced platelet aggregation as measured by LTA in all patients. This test seems to be reliable
to detect the action of aspirin on the production of TXA,. Serum TXB, levels measured at T1
were low for all the patients. Thus, there was no “aspirin resistance” observed in this study. In
96 healthy subjects with a one-week course of aspirin 100 mg per day (21), only one subject
was qualified as “true aspirin resistant” defined as a poor inhibition of serum TXB,
production. This was confirmed by a conservative aggregation of PRP, measured by LTA and
stimulated by AA, collagen and ADP. However, increasing the aspirin dose (300 and 500 mg)
lowered TXB; production in this patient, which contradicted the term of “true resistance”.

On the other hand, Col2-induced platelet aggregation showed a large variability of response in
our study. Collagen plays a pivotal role in arterial thrombosis following atherosclerotic plaque
rupture (22) and it is an important in vivo primary activator of platelets. Aspirin inhibits
collagen-induced platelet activation (23). Therefore, collagen-induced platelet aggregation,
measured by LTA, would be more sensitive to qualify response to aspirin than AA-induced
platelet aggregation (24). The very different values of collagen-induced platelet aggregation
found in our study could reflect an interindividual variability. This would suggest that the
term “variable platelet response to aspirin” should be preferred over “aspirin resistance”. AA-
induced platelet aggregation is a good witness of aspirin taking, but collagen-induced platelet

aggregation would be a better indicator of this variable responsiveness.
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In patients with coronary disease, it has been demonstrated that platelet inhibition is not
constant during 24 hours after a daily dose of aspirin (18), possibly due to a partial recovery
of the platelet TX pathway. We also observed this in our study: there was a significant
increase in TXB; levels at T2 compared with T1 values. This suggests that platelets are able
to recover and synthesize new TXA, over time after aspirin intake. Nevertheless, although
COXI1 inhibition by aspirin is considered as irreversible, residual TXA, production could be
dependent on newly-formed platelets, also called reticulated platelets, associated with
diminished antiplatelet effects of aspirin. They could synthesize COX1 and COX2 after
aspirin exposition due to the presence of mRNA. As aspirin is quickly eliminated after intake,
these newly produced enzymes would not be inhibited and would generate TXA, (19).
Furthermore, platelet turnover is accelerated in inflammatory states and with extensive
atherosclerosis (25), which is a common condition during acute ischemic stroke. We failed to
demonstrate any correlation between increase in TXB, values and reticulated platelet count or
percentage. However, this could be due to the small sample size (36 patients).

There are other sources of TXA,. COX2 is an inducible enzyme present in platelets but also
found in nucleated cells, monocytes, macrophages and endothelial cells. It is responsible for
the generation of prostaglandin H2, a precursor of TXA, (26,27). Platelets could produce
TXA; by this pathway even if COXI1 is inhibited by aspirin. COX2 is induced by
inflammation and could worsen cerebral ischemia (28). Some mechanisms might prevent
access of aspirin to COX 1: diabetes mellitus by increasing protein glycation (29) and NSAID
by a reversible binding to COX 1 (3). The role of polymorphism of COX1 gene in aspirin
effect is still under debate. This variation would lead to a defect of irreversible binding,
acetylation and inhibition of COX1 (30-32).

The recovery of platelet function over time was also shown by analysis of collagen-induced

platelet aggregation. The significant increase in the Col2/20 ratio would suggest that collagen-
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induced platelet aggregation would be a good parameter of platelet sensitivity to aspirin. It
has been demonstrated that collagen-induced TXA, production and collagen-induced platelet
aggregation are correlated by measuring TXB, levels in the PRP supernatant after LTA (33).
We failed to establish a correlation between variations in TXB, and the Col2/20 ratio but our
method differed in that it measured serum TXB; levels by blood sample. Addition of aspirin
to PRP did not significantly change the results of collagen-induced platelet aggregation. This
could be explained by other factors than TXA, pathway participating in platelet response to
collagen. Isoprostans are generated from the free radical-catalyzed oxidation of AA,
independently of COX 1 (34). These compounds are able to activate TXA, receptors inducing
vasoconstriction and aggregation (35). Catecholamines could also exacerbate platelet activity
(36).

Our results would suggest that collagen-induced platelet aggregation, and particularly the
Col2/20 ratio, is an indicator of individual platelet sensitivity to aspirin, but is not specific to
the TXA; pathway.

Many clinicians prescribe the first 300 mg oral dose of aspirin during the acute phase of
ischemic stroke even if the patient is already taking a lower daily dose. The usefulness of this
approach has never been evaluated. Comparison of serum TXB, levels and platelet-induced
aggregation at TO and T1 (Table 3) in the 18 patients already taking daily aspirin showed that
serum TXB, levels are significantly decreased at T1, as compared to TO. The Col2/20 ratio is
also decreased though not significantly probably due to the small number of patients. We
conclude that the first oral 300 mg dose of aspirin would be able to complete TXA, pathway
inhibition in patients with lower daily dose of aspirin.

Alternative anti-platelet treatment, during the acute phase of ischemic stroke should be
proposed (37,38). For example, increasing the frequency of aspirin administration, during first

days following cerebral ischemic events, could prevent platelet recovery and clinical
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recurrences. Terutroban, a selective TXA, receptor antagonist, could have been a solution to
inhibit the effect of residual TXA2 synthesis but no significant difference was found in
secondary prevention of ischemic events when compared with aspirin,. However, a significant
decrease was noted for patients assigned to terutroban after ischemic stroke despite aspirin

treatment (39).

Conclusion

The first oral dose of 300 mg of aspirin administered in hospital after acute cerebral ischemic
event was sufficient to inhibit platelets, but recovery of platelet activity during the 24 hours
following the treatment was observed. Serum TXB,; levels appear to be a more sensitive and
specific indicator of platelet recovery than collagen-induced platelet aggregation, even if the
latter reflects other mechanisms than the TXA, pathway. This recovery could be responsible
for early ischemic recurrences. Easier and faster tests using collagen should thus be developed
to evaluate platelet sensitivity to aspirin for every patient in this situation. New therapeutic

strategies, during this phase, should be proposed and evaluated.
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Table 1: Baseline characteristics of patients

n (percent)

Male 26 (52%)
Female 24 (48%)
TIA 13(26%)
Stroke 37(74%)
Hypertension 27 (54%)
Smoking 21 (42%)
Dyslipidemia 19 (38%)
Diabetes mellitus 7 (14%)
Previous aspirin treatment 18 (36%)

Median Interrgllgtertile E\)/(Jlrszse
Age 69 53-78 28-96
Platelet count (G/L) 222 183-283 51-565
Reticulated platelets (percent) 14 10.5-22 5-38
Reticulated platelets count (G/L) 34.7 21.5-46.3 | 2.5-82
Hémoglobin (g/dL) 13.7 12.7-15.3 | 9.8-16.7
Leucocytes (G/1) 8 6.4-9.5 5.2-16
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Table 2: Laboratory characteristics at T0, T1 and T2

TO T1 T2
Median Interquartile | Extreme Median Interquartile | Extreme Median Interquartile | Extreme
range values range values range values
AA (%T) 8 2-13 0-82 6 4-10 0-18 8 3-12 0-18
C2 (%T) 47 30-58 3-90 37 21 -48 4-63 38 29 -46 5-62
C20 (%T) 71 63— 78 30-85 72 64 —78 31%5_ 73 64—-80 | 50-94
C2/C20 (%) 61 40-79 |6-100| 48 32 -64 9-94 54 41 -61 8 —88
50 - 85 -
TXB2 (pg/mL)| 700 | 320 -2200 20000 255 110-540 [0-1200| 680 | 320- 1400 5340

Table 3: Statistical comparison, Wilcoxon paired test, between T0, T1 and T2 values

p (T1-TO absolute |p (T2-T1 absolute p (T2-T1 relative
values) values) values)
AA (%T) 0.95 0.48 0.59
C2 (%T) 0.26 0.37 0.15
C20 (%T) 0.81 0.73 0.54
C2/C20 (%) 0.096 0.17 0.037
TXB2 (pg/mL) <0.001 <0.001 <0.001

Wilcoxon paired test with significance level set to p < 0.05.
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Figure 1: Change in TXB2 levels (pg/mL) (A) and in Col2/20 ratio (B) between T2-T1
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Figure legend 1:

+: mean

Large horizontal line: median

Box limits: interquartile range

Small horizontal lines: limits of atypical values (3 for TXB, levels and 1 for Col2/20 ratio)

Circles: extreme values
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VII. Une autre situation de défaut d’inhibition de I’activité plaquettaire au
décours de ’AVC ischémique : 1a thrombocytémie essentielle

La TE est une maladie monoclonale, faisant partie des syndromes my¢loprolifératifs, avec
anomalie acquise d’une cellule souche pluripotente, entrainant des anomalies morphologiques

et fonctionnelles des plaquettes. Les critéres diagnostiques sont donnés par le tableau 15.

Critéres majeurs Criteres mineurs

Al. Plaquettes > 600 000/mm° pendant au B1. Pas de cause de thrombocytose
moins 2 mois. réactionnnelle.

A2. Mutation JAK2+. B2. Pas de déficit en fer.

B3. Pas de maladie de Vaquez.

B4. Pas de leucémie myeloide chronique.

B5. Pas de myelofibrose.

B6. Pas de syndrome myelodysplasique.

Tableau 15 : Criteres diagnostiques de thrombocytémie essentielle (ASH 2005)

Diagnostic de thrombocytémie essentielle si :

Al+A2+B3 a B6 (TE JAK2+)

Al+ Bl a B6 (TE JAK?2 -)

La TE une cause rare d’AVC ischémique (108) mais grave car elle expose a un risque élevé
de thromboses récurrentes, qu’elles soient artérielles ou veineuses. Nous avons étudié,
rétrospectivement, 14 patients présentant un AVC ischémique dans un contexte de TE.
L’¢étude (109) comprenait 8 femmes et 6 hommes agés de 40 a 87 ans, dont 3 patients de
moins de 45 ans. Seulement 2 patients n’avaient pas de facteurs de risque vasculaire. La TE a
¢été diagnostiquée suite a I’AVC, sauf pour 2 patients ou la pathologie était déja connue
auparavant. Au moment de I’AVC, un patient était déja traité par aspirine, un autre par anti-

vitamine K et un autre par les 2. Les numérations plaquettaires allaient de 407 a 1931 G/L, et

5 patients avaient moins de 600 G/L. La mutation JAK2V617F a été trouvée chez 8 patients.
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Il existait une pousse spontanée des progéniteurs hématopoeitiques pour 9 patients. Treize
patients furent traités par I’association d’un anti-plaquettaire avec un cytoréducteur. La durée
moyenne de suivi fut de 2,8 ans sans récidive thrombotique.

Dans la TE, la survenue de la thrombose ne peut pas étre seulement expliquée par la
thrombocytose (110). D’autres facteurs physiopathologiques interviennent avec anomalies du
contenu comme des modifications morphologiques et d’activité des plaquettes, des leucocytes
et défaut d’inhibition de la coagulation et des anomalies du contenant avec activation
endothéliale (111). La présence de plaques athéromateuses facilite I’agrégation de plaquettes
trés réactives. Ces différents mécanismes expliquent pourquoi la numération plaquettaire n’est
pas forcément tres élevée au moment de la thrombose. Cependant, le diagnostic doit étre fait
le plus tot possible, car sans traitement, le patient est exposé a des récidives thrombotiques. Le
risque est réduit par les anti-plaquettaires, mais 1’association a un cytoréducteur permet de
mieux protéger le patient, diminuant de moiti¢ les récidives thrombotiques (112,113). En
effet, ’augmentation du turn-over plaquettaire est responsable d’une synthése accrue de
COXI1 et de COX2, et donc, d’une production de TXA,. Le traitement cytoréducteur vise a
freiner ce turn-over pour éviter la récupération de D’activité plaquettaire entre 2 prises
d’aspirine. L’¢tude de 1’agrégation plaquettaire par photométrie donne des résultats tres
diverses (114). Il serait intéressant, pour des patients atteints de TE, de connaitre 1’effet
biologique de I’aspirine avec et sans adjonction du traitement cytoréducteur.

Dans le cas de patients traités par héparine, pour une thrombose dans un contexte de TE, le
diagnostic de thrombopénie induite a I’héparine (TIH) peut-Etre retardé du fait de numérations
plaquettaires restant élevées. Le clinicien peut alors méconnaitre une diminution d’une
numération plaquettaire basale trés élevée. Pour la surveillance de survenue d’une TIH, la
chute de plus de 30 % de la numération plaquettaire est un critére a préférer a la définition

classique de la thrombopénie, inférieure a 150 G/L (115,116).
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Bachground: FEssentisl thrombocythemia (ET) & considerad 33 3 rare cameof stroke,
partially bacm:ss of difficulties o identily it when platelet cownt £ nol greatly alevated.
However, aarly detection of ET & imporant becaes  without adapied treatment

aaemtial recurenl thmmboses are froqueent.
tho mbocythemnia Metlwd: Weoolocted, mtrospeitively, data from 14 cases of dtroke patients with ET.
ischaemic siroke Climizal charmcteristics, Bchaemic stroke labomtory data (phteler and lescocyie

cownt, haemoplobin, TAKI Vol TF mutation, cultue of keemstopoietic progend tors)
and trestment were reviewod . Every patient has leen interviewad by phone to evahate
L GO,

Risadis: The population consisted of nime women and fve men witly ages ranging
Troum 40t 87 yesrs. Moat of the patients {12) had atherosclemtie rik faetors and twn
preseiytiad a thrombus in theinternal camtid. ET was dagnosad early after the onset of
atnoke except in two patients. The platelet count was undar 600° 10° (L for five patiens.
Mutation JAEI V&1 TF was found for eight patients. Thirteen patients ware Doestad
with an asosciston between antiplatelet and eytoredoctive treatment and dGd mot
presedyt further thrombean. Median follow-wup iz 18 years.

Comncdudion These cases emphasare the problens of diagnesing ET at the oretof the
stk Cromplets blood cownt s to be carafully read and ET can be suspectad even if
platelet count is not greatly increased THagnosiz must be confimmed by kaematalomst
1o indtiate appropriate {estment.
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Esential thrombocythemia {ET) 5 a rare canse, lss

than 1%, of ischasmic stroke [f]. However, if bfi
undiagnosed and ouireated, tha patient rms an el
vated risk of recurrent thromboses [2]. Wa eviewed 14
oo of patients with ET and ischasmie strakes
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Obsarvation

Dmta from 14 cases — nine women and five men — weres
collected (Tahla 1) This aedes mpresents 3% of total
mumber of strokes and 025% of Behasmic hmin
infarction treated at owr depanment. Patent ags ran-
ped froom &) 1o BV years with only threa patients under
4% years, Only two patents had no vascular risk fas-
tore. ET was aheady known for twe patients and
dingmosad for the others following the onset of the
aroka. Dhagmosis of ET was confirmed by 3 leaens-
toksggat. At the time of the stroke, ome patisnt was beng
ireated with an aniiplitalet drieg, one with vitamin K
antapomist and ome with both Two patents presentad a
thrombes in the miemal carotd amd one patient a
werighral disection Pladst count ranged from 07—
1931'1!]",.1_ The sumber of platelets was under
600" 10" L for five patients. JAKZ V6l TF mutation was

995

101



M6 5 Richard e al.

Wil ey degE
mAmnirepil o v SR
kY SARIERIE N o am B\l wEEN T E5i morE owmanges v el EL- ) Ce VI T )
=
i oy Py
]
L2 1o
AT
wE mundompdy L E T R T
sy geecen by g
E s LR o £ + o 11 &0l (14 ~merp LimEr fRaELE i awop| o dameeon om g, WL
e ]
o palopmbog
aag-uy w amiy £ + s & £ ) LE R ] R R T i =moml Al
2 P
Eundromd), sy UL R B (e T
ey e neg velvy Qs LT &1 [T AgasE o e ) el = mRneargepsidy  WEE
ramindy
Wald fadopain  dpogaem g plepls ey
wmmksy Lol awpheo + ol 6E 1 Op0l  Aiods oemasg WO B ey BORFROE (R L
mindwompdy swpmesm fioure Lipaaiery
s I} gl WHA oo o (]
minby  swambusy i + LT | F3 o] Los R e O e mimdy waoan dpRER 15 AR
2 - Cooe KR
Pty e
ar mmdvesdp =0 tammansall
wmmbiy  Amaear aEkeo )y I oM LTl £1 1£rl opmETgR A gy awop wieay dpmige 15
o s
sy Lmacond aloples Ty . LT £l T oo I VN B s el eangn] 'R
ramdrpd i o kel Py
wmbiy AR apieny + LT R 74 &F1 B9 DTOSE WSS AR ] H1=. wopdamee wohgnl,  WIETE
o e wange |,
mindopdy IR AR i oo i
mamky  (Esood apakio g + =i Tt bl Lfip - SeRERr o0, EL ] einadiH BT
3 e
-0 ) g1 o]
apE e YOV
iy R prEme IAGEX IR
wamdy ol pHH smdey SN iy + L F = R ] el Glh -8 oty v iy B mmaenrgepadiy 4ol
o S macoing  wapdod semme (700 el g STORE RSN AR el B o LU
WAL macdopmay e sdwoor mgoffossmy  paEg ] oy
Foammpa TRV

il My

R T P (ISR | AL

& 2010 Ta Aufons)

Eoropaan Jourrad of MNardogy © 2010 EFNE - Furapaan Jowmal of Nesmdogy 18, ShE-S8e

102



T
o oo afis gisdie

iy wirea
e of
e o e

s pEOgemor

FEY &

Plede  Homogiohs Lewooye  YEITF
L)

LML)

o)

%3

Ui e
Yocaby sish faciors bofore mroike  Stoko

Tabde § {Conr ol

o)
A B

& 7010 Tha Autress]

Lol bossgamads - Aspens amd YA

WHA G Rt MO bekoeme: ol 597 i3 Ve

1287F  Hypeseseoa

phicts

Hype e bodew erolemig

Tyge I deateten
BA4F  Hypencesson

Hydromyure

Asgins

Meee

- %

(2§

Loy WCA B Beacwsie spnodie 804

e

Hydreqyare
Asgirin

Hpgee ol crodesadn.
1430 Hypen s

L1

L bl s s b g roke and

brpuiron e

Hippe: m Bt erodesnsia

M, by, F, fesmle BT, eoential SeombocyBema, MOA, milde ¢ordtril anery, 10, mnepal carotd, WA, wiime K aslagosis; N, B0 dome

Atroke and essential thrombooythermia 997

fowmd i eight patients. dr wino cultere was performed
and ahowed expansion of Basmatopoielic progea tors i
nime patients. Thirteen patients were tnmied with a
combination of cytoreductive and antiplatelet apents
after the siroke. There was to thmmbote reoerrenss in
this aeriss. Median follow-up is 28 yeam

Discussion

ET iz a myaloproliferative dizjorder with thrombosiz a5
4 major complication. Patelat count & ol well corm-
lated with vascular complications somemrencs [ 3] Mamy
factars can contAbute 1o the hypemoagulabiity state
platelat activation (increased levels in aPaslectin and
ACTM0L ) and incressad tumover, allerations of coap-
ulation mbdbiticn {aoquired protein C resistancs amsd
diecrease in pmizn 3], endothelial activation {increase
in saluble thrombomoduling [4] or lewcocyies activa-
tion f5.6]. JAK2 mutation eould promote Uhmmbotie
state [4). Moal of cer patients presented vaseulsr rsk
factars, amd twd of them had a thrombos in the inta mal
cargstid [7]. Thrombues could be becawse of amdothelial
s, sueh a8 atherssckerote plagues They exacer-
bate shear stress and plaelet aperegahility [8] Lacunar
brain infarcts may be cansd by hsematolyges] dis-
onders 8] but only two patientsin our seres, prewented
this type of stroke with othar vaseular rsk factors
like hyperension One of our patients presented verfe-
him] artery dissschon, segpesting endothalinl damsape
because of ET [0 A reported case of Mowmaoya
symirome in an adokscent with ET [11] postulates that
ET, mediated vasa vatorum occlesion and Ghromos-
cular profiferation, sould be related 1o this spmdrome
This: physiospathology could explain why the platelt
count i ot always greatly slevated a1 the time of groke
menderieg ET diagnesis difficult. However, despite thesa
diffleulties, early dispnoais of ET & important haca e
of e ligh risk of recerment thromboses. This risk s
mimoed by antiplatelet treatment, weally preseribed in
st ada ry preve ntian o fstrodoe, but eombination with &
eyt erecisetive tresi ment soems to be more effective and
hahves the incdence of fe-thrombosis 2121 Acosler-
atell platelat reppmeration has been shown i aspiri-
temated ET patients with thromboxame A, peodos tion
throweh cyclooxypenass 3 and unsestylated eyclooxy-
mnaa | [13] Cytoredsstive treatment may irodarsta
this repeperation and helps action of aspirin.

Conclision

ET &2 a case of Schwemic stroke [14] might T wnder-
diztected becawme of difflculiies o disgraee ET at the
time of stroke: platelet count ia not slways elevated.
Complete bloed cownt should be carefully ead at this
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ume and dering consultaton several weeks |ater. Sis-
pected disgreais of ET should be eomfirmed by a hae-
matodogist - and eyteraductive trestment discwssod.
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CASE REPORT

Cerebral venous thrombosis due to essential thrombocythemia and
worsened by heparin-induced thrombocytwpenia and thrombosis

SEBASTIEN RICHARD', JULIEN PERRIN?, KARINE LAVANDIER®,
JEAN-CHRISTOPHE LACDUR!, & XAVIER DUCROCQ!
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Abstrmct

Thin case descnbes the medical hatory of 8 61-year-0ld wonman insmied for cerebral venous thramboas (CVT) lesding to
diagnos of esentisl thrombocyihemin (ET). Duning trestment with onfractionated heparing after mitial mprowve ment of
chucal siaie, s of ceebral hyperbension  resppeared. Abhoogh the plabelet cownl decressed,  heporne-mdnced
thrambocyropenia (HIT) was only suspected 2 doys laber when it doopped below the standard 150 x 10°L™" fireshold.
HIT diagnoss wms confrmed by the presence of snti-PRU hepann Igii. This late fhwding was the cause of the sxtension of
CVT with womening of cershral hypertension necssilating decompresye cramectanmy. Elevated bamal platelet count doe ta
ET can delay disgnoshs and restment of HIT. In this cse, phymictms should be mon atentive bo pletelet ooumnt vaoa bons

rather than thrombocytopenia threshald.

Keywords: Cerebral o derambasts, asential thrombacythemia, hepann-inducrd thrombocytopenia

Case report

A Gl-year-old woman, with a past hiktory of retinal
tmnsient ischemic anack, meated with aspivin, and
deep wenous thrombosi of the leg, was admimed
becavnse of aphasia preceded by several davs of
progressive  headache, Computerzed tomography
(CT) scan (Figure IA) and Magnetic resonsmce
imaging (MELD were pedformed and showed a left
temporml Bchemic sroke with oedema and hacmioe-
rhagic mansformaton due o a kf loersl sinus
throrn o, Flateler count was  elevared
I:ﬂlT}E]ﬂnL_h,l and & Jarus kinase 2 (JAK2) VeI TF
mumarion was found leading w diagnosziz of essendal
thromboorthemia (ET). An inravenous meamment by
unfmctionaed hepadn was inidated with improve-
ment of headaches and the clinical smre. However, on
treamment day B, sipgn: of immcmnid hypertension
reappeared with headaches and vomiting, CT scan
(Figure 1B) showed progression of haematoma and

oederma. The plaweler counar decessed W
373« 10* L~ bur was conddered normal, Two days
later, the plameler counr dmopped to 69 x 10° 1! and
hepann-induced thrombooyiopenia (HIT) was sus-
pected. Heparin was discontinuad and the patent
treated by danaparcdid. A nadie of 42« 1W0°L~ was
reached on doy 13, HIT was confimmed by and-PR/
heparin IpG (Ascerschrom HPLA, Disgnostica Staga,
Amiéres, France) and the plmdler count mse afier
heparin withdravwal (Figure 1. The patent developed
conaciniEnes  impairment due © pogession  of
inracranial hyperension, Consequenty; decompres-
give manieccomy was pedformed and  dansparoid
discominned for 2 deys. After surgery, the petient
presented moygen desaniration doe to a beft proximal
pulmonary embaolism, The clinical smte improved
and exmubation was possible on day 29, On day 50,
the plateler count was 489 % 10°L~" and overlap w
warfarin was stared with oyroreductive treannent by
hydresryuren. Three n:l:mﬂuh:te:, the neumlogical
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Figure 1. Changes in plaseler conn over mme with ssocieed resmenr. 1A CT son s crehasl vennos shrambesis {0V T) disgnosim. 1B
CT scan showing progresion of cerehral ypemension aoritmed oo HIT.
UUFH, mnfactonatsd hegarn; VEA, vimamin K snegonst; PE, pulmonary emha bame

sequelse  wem  pegressive
apligsia.

ET is & mycdoproliferative disorder, possibly
resporgible for cerelral venous thrombosis (V)
[1]. Many factom can conribute o the hyperooagul-
ahility smte: plwele agvanon with incressed 1arn-
over; awermiore of ocosgulmion nhibivios, and
endothelial and leukocyre actovwadon. The JAE2
Vi 17F munminn, found in $0% of ET, could promome
a thrombone srate [2], It & now well sstablished that
antcosgularion is necesssany o mear SV T [3]. Plaelet
count must be monitored o diagoose early HIT,
which iz responsible for arrerisl and wenous throm-
botc complications. HIT ia umally considered when
plareler count drops below 150 = 107170 4],
Hewever, the disgnoais i more diffieul o the caze
of ET, as plareler count ia less ikely to fall below the
thrombooyiopenia threshold because of an elevared
basal plateler count before heparin meamment, As e
condequence, first pliteler couns conld be nter-
prewed as oommal, even if 8 decrease is obserwed and

rght hemiparezis and

by the ime thrombocyopeia is dewoaed, HTT might
hawe been present for several days [5, 6], A percent-
age decrease in plamler count & therfore a bener
indicaror of HIT than thrombocyiopenia duriog
hepafin weamnent, eapecaly in patens with ET.
Late diagnosis of HIT can lead o major dwombotic
complcations, as in our padent who developed
aggravared imracrania]l hypemension from etension
of CWT due o HET.

Dhring weament of CVT with heparin, detefiora-
vinn of the patdent's seurclogical sme, despite well
conducted antooagularion, with a decrease in plateler
count ghould lead the physician w suspea HIT even
if thrombocyopenia is not yet present and pardcu-
oty in the case of an ET padent. Physicians should
be more artentive 1w platelet count vasationg eather
than the classic threshold of 150 10°L™" in these
patients, Bady disgrosis of HIT durieg OVT iz all the
moke important @@ peevent the cxension of thiom-
bomis which can canse dramatic cercbeal complica-
tions and neurological sequelss.
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VIII. Conclusion

L’étude des fonctions plaquettaires soumises a I’aspirine, a la phase aigué de ’AVC
ischémique, nous a permis de tirer plusieurs conclusions :

- Chaque patient prenant une dose de 300 mg d’aspirine per os, a I’hdpital, sous couvert d’une
surveillance médicale assurant la compliance, présente une réponse par inhibition de I’activité
plaquettaire. Cela est montré par une inhibition de 1’agrégation induite par I’AA, et une
diminution des concentrations sériques de TXB,.

- L’inhibition plaquettaire est variable suivant les individus. Cette variabilité interindividuelle
est mise en évidence par I’agrégation induite par le collagéne.

- L’inhibition plaquettaire n’est pas constante au cours des 24 heures qui suivent la prise
d’aspirine, il existe une récupération de I’activité plaquettaire. Cela est mis en évidence par la
mesure des concentrations sériques de TXB, et par I’agrégation induite par le collageéne.

- La premicre dose de 300 mg d’aspirine donnée a la phase aigu€ de I’AVC ischémique est
capable de compléter I’inhibition plaquettaire pour des patients déja traités par une dose
d’aspirine quotidienne de 75 a 160 mg. Cela est montré par la mesure des concentrations
sériques de TXB, et, pourrait I’étre par I’agrégation induite par le collagene.

L’¢étude des effets biologiques induits par cette prescription courante peut aider a guider le
clinicien, et améliorer la prise en charge de ’AVC ischémique en phase aigué. D’autres
stratégies thérapeutiques durant cette phase, visant & rendre moins variable I’inhibition
plaquettaire, pourraient étre proposées et étudiées. La variabilité interindividuelle étant
démontrée, d’autres outils, utilisables au lit du patient, pour mesurer la réponse plaquettaire,
devront étre développés afin de pouvoir adapter au mieux le traitement pour chaque cas. Les
UNYV ne sont pas seulement des unités de soins spécialisées, elles peuvent intégrer une part de

recherche fondamentale qui vise a élaborer, évaluer et améliorer les pratiques cliniques.
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ANNEXE 1 : LETTRES D’INFORMATION ET
FORMULAIRES DE CONSENTEMENT DES
PATIENTS ET DE LEURS REPRESENTANTS
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LETTRE D’INFORMATION POUR LE PATIENT

Lisez attentivement cette notice et posez toutes les questions qui vous sembleront utiles. Vous
pourrez alors décider si vous voulez participer a cette recherche ou non.

ETUDE DE LA REPONSE PLAQUETTAIRE A L’ASPIRINE A LA PHASE AIGUE DE
L’ACCIDENT VASCULAIRE CEREBRAL ISCHEMIQUE

Nom et adresse du Promoteur :
CHU de Nancy
29, avenue du Maréchal de Lattre de Tassigny - 54035 NANCY cedex

Monsieur, Madame, Mademoiselle

Vous venez de présenter un accident vasculaire cérébral (AVC) ischémique. Cette maladie est
due a un défaut d’apport de sang a votre cerveau en raison de 1’obstruction d’un vaisseau.
Afin de prévenir une récidive thrombotique artérielle, I’aspirine est actuellement considérée
comme un traitement de choix et administrée au plus tot aprés la survenue de I’AVC.

Cependant, certaines de ces récidives peuvent survenir malgré la prescription d’aspirine.

K 17 o) T T P
médecin investigateur, vous propose de participer a 1’« Etude de la réponse plaquettaire a
I’aspirine a la phase aigué de 1’accident vasculaire cérébral ischémique ».

L’objectif principal est d’étudier la réponse des plaquettes (= éléments du sang permettant la
coagulation) a I’aspirine pour des patients qui, comme vous, viennent de présenter un AVC
ischémique.

Cette étude devrait nous permettre de connaitre I’effet biologique du traitement donné en
prévention d’une récidive d’accident thrombotique artériel, de le mesurer au cours du temps,
d’en déterminer les limites et de proposer d’autres stratégies thérapeutiques pour améliorer la

protection a la phase aigué de I’AVC ischémique.

Cette recherche est menée par le service de Neurologie du CHU de Nancy.

L’étude se déroulera de la fagon suivante :
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Apres une lecture attentive de cette note d’information, si vous acceptez de participer vous
signerez le formulaire de consentement éclairé (en 3 exemplaires dont 1 vous sera remis).
Dans le cadre de la prise en charge habituelle de I’AVC, vous recevrez la dose d’aspirine
habituellement prescrite a la phase aigué de I’AVC ischémique (300 mg per 0s).
Spécifiquement pour 1’étude, nous souhaitons :
- vous faire 2 prélévements sanguins apres la dose d’aspirine : le premier entre 2h et 3h
apres la dose et le deuxieme entre 23h et 24h apres la dose.
- si vous preniez déja de 1’aspirine avant I’AVC, vous faire un prélévement sanguin avant
la dose d’aspirine.
Nous voulons effectuer ces bilans sanguins pour évaluer I’efficacité de I’aspirine dans votre

cas.

Votre participation a cette étude sera de 24 heures.

Contraintes liée au protocole

Les seules contraintes sont les désagréments li€s aux ponctions veineuses réalisées.

Votre participation sera enregistrée sur le fichier national des personnes se prétant a des
recherches biomédicales. Vous aurez la possibilit¢ de vérifier 1’exactitude et de rectifier les
données  informatisées  vous  concernant  dans ce  fichier auprés du
Dr/Pr....coeiiii (nom et coordonnées) ou du Ministre chargé de la santé.
La destruction de ces données s’effectuera au terme du délai prévu par le Code de la santé

publique.

Si vous participez déja a une étude clinique ou si vous €tes en période d’exclusion d’une étude

clinique, vous ne pourrez pas participer a notre recherche.
Le Drocoovviiiiiii, vérifiera que vous é&tes bien affilié(e) a un régime de sécurité
sociale.

Votre participation a cette étude est enticrement volontaire.

Votre refus de participer n’aura aucune conséquence sur le type et la qualité de votre prise en

charge, ainsi que sur les relations avec le médecin investigateur. Si vous acceptez, vous
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pouvez a tout moment quitter cette étude sans conséquences sur votre futur traitement. Vous

pouvez également sortir de I’étude si votre médecin pense que c’est mieux pour vous.

Toute nouvelle information devenant disponible au cours de I'é¢tude et pouvant avoir des

implications sur votre personne vous sera fournie parle Dr........................

Le Promoteur prend en charge les frais supplémentaires liés a d’éventuels fournitures ou

examens spécifiquement requis pour cette recherche.

Conformément a la réglementation en vigueur, un contrat d’assurance a été souscrit par le
Promoteur.

A T’issue de la recherche, vous serez informé des résultats globaux de la recherche par un
courrier de I’investigateur coordonnateur, le Docteur Sébastien RICHARD.

Le Comité Protection des Personnes Est Il a émis un avis favorable a la réalisation de cette
étudele ...

La DGS a donné son autorisation pour la réalisation de cette étude le .................

En application de la loi « informatique, fichiers et liberté » du 06 janvier 1978 modifiée, le
fichier informatique utilisé pour réaliser la présente recherche a fait 1’objet d’une autorisation
de la CNIL (Commission Nationale Informatique et Libertés). Seules les données nécessaires
a la recherche seront recueillies. Vous avez néanmoins le droit de vous opposer a ce que les
données vous concernant fassent 1’objet d’un traitement automatisé. Si vous acceptez, vous
aurez a tout moment le droit d’accéder aux données vous concernant. Vous aurez également le
droit de demander a ce que les données inexactes ou devenues inexactes soient rectifiées.
Vous pourrez a tout moment exercer ces droits aupres du Dr. ...l (n® de
téléphone)..........ooooiviiiiiii

Pour toutes les informations de nature médicale, ces droits pourront étre exercés directement
ou par I’intermédiaire du médecin de votre choix.

Toutes les données et informations vous concernant resteront strictement confidentielles.

Les données vous concernant ne seront accessibles qu’aux personnes participant a cette
recherche et aux personnes chargées par le promoteur de contrdler la qualité de 1’étude ; le cas
échéant elles pourront également étre transmises aux autorités sanitaires habilitées. Dans tous

les cas, elles seront exploitées dans les conditions garantissant leurs confidentialités.
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FORMULAIRE DE CONSENTEMENT POUR LE PATIENT

Les détails concernant cette étude sont fournis dans la lettre d’information spécifique qui vous
a ¢té remise. Lisez attentivement cette notice et posez toutes les questions qui vous
sembleront utiles.

Si vous acceptez de participer a cette étude, veuillez compléter le formulaire ci-dessous.

ETUDE DE LA REPONSE BIOLOGIQUE PLAQUETTAIRE A L’ASPIRINE A LA
PHASE AIGUE DE L’ACCIDENT VASCULAIRE CEREBRAL ISCHEMIQUE
Nom et adresse du Promoteur :
CHU de Nancy
29, avenue du Maréchal de Lattre de Tassigny — 54035 NANCY cedex

Je soussigneé (€), M. ..o (nom complet en
lettres capitales) déclare avoir compris le but et les modalités de cette étude, qui m’ont été
pleinement expliqués par 1e DOCteUr ..........c.oviiiiiiii i

J’ai recu le formulaire d’information spécifique que j’ai eu la possibilité d’étudier avec
attention.

Des réponses ont été¢ apportées a toutes mes questions. J’ai disposé¢ d’un délai de réflexion
avant de prendre ma décision.

Si j’accepte de participer a cette étude, ma participation sera enregistrée sur le fichier national
des personnes se prétant a des recherches biomédicales. J’aurai la possibilit¢ de vérifier
auprés du Dr/Pr ... (nom et coordonnées) ou du
Ministere chargé de la santé 1’exactitude des données me concernant dans le fichier et la
destruction de ces données au terme du délai prévu par le Code de la santé publique.

Jaccepte de participer a cette recherche dans les conditions précisées dans le formulaire
d’information ci-joint. Je demeure libre de quitter 1’étude a tout moment sans que cela
n’affecte la prise en charge médicale ultérieure. J’en informerai alors le Docteur

Le fait de ne plus participer a cette recherche ne portera pas atteinte a mes relations avec mon
médecin et ne remettra pas en cause la qualité des soins ultérieurs.

J’ai été informé(e) que conformément a la réglementation sur les études cliniques, le Comité
de Protection des Personnes Est III a rendu un avis favorable pour la réalisation de cette étude
endatedu ...................... et la DGS a donné son autorisation pour la réalisation de cette
étudeendatedu ...l

J’ai également été informé que conformément a la loi en vigueur, un contrat d’assurance a été
souscrit par le promoteur de la recherche.

Toutes les données me concernant, y compris mon dossier médical, resteront confidentielles.
Je n’autorise leur consultation que par les personnes qui collaborent a la recherche, aux
personnes chargées par le promoteur de contrdler la qualité de I’étude ainsi que par un
représentant des autorités de santé.
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J’accepte que les données nécessaires a la recherche soient recueillies durant ma participation
a I’étude et fassent I’objet d’un traitement informatisé autorisé par la Commission Nationale
Informatique et Liberté. J’ai bien été inform¢ de la finalité du traitement (on m’a expliqué a
quoi serviraient ces données) ainsi que des destinataires de ces données.

J’ai bien noté qu’en application de la loi « Informatique et Libertés » du 6 janvier 1978
modifiée, je dispose d’un droit d’accés aux données me concernant ainsi qu’un droit de
rectification. Je peux exercer ces droits a tout moment auprés du Dr. ........................ (nom
et coordonnées du responsable de la recherche).

Je donne mon consentement pour participer a cette recherche.

Je pourrai a tout moment demander toute information complémentaire au Dr. ...................
Ne° de téléphone ..............ccoeiiiiinl.

Mon consentement ne décharge en rien 1’investigateur et le promoteur de 1I’ensemble de leurs
responsabilités et je conserve tous mes droits garantis par la loi.

A D’issue de la recherche, je serai informé(e) des résultats globaux de cette recherche.

A REMPLIR PAR LE PATIENT

Date: .........
Signature du patient

A REMPLIR PAR L’INVESTIGATEUR

Je soussigné Docteur ..........................l. (nom en lettres capitales) confirme avoir
pleinement expliqué au patient le but et les modalités de cette étude ainsi que ses risques
potentiels. Je m’engage a faire respecter les termes de ce formulaire de consentement,
conciliant le respect des droits et des libertés individuelles et les exigences d’un travail
scientifique.

N° de téléphone de I’investigateur : ............ccoviuiiiiniiiiiiinannean.,

Signature de I’investigateur : |Date:...............................

Fait en trois exemplaires dont un sera conservé par I’investigateur, un autre remis au patient et
un conservé par le promoteur.
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LETTRE D’INFORMATION POUR LE REPRESENTANT D’UN PATIENT DANS
L’INCAPACITE D’EXPRIMER SON CONSENTEMENT.

Lisez attentivement cette notice et posez toutes les questions qui vous sembleront utiles. Vous
pourrez alors décider si vous acceptez que votre proche participe a cette recherche ou non.

ETUDE DE LA REPONSE BIOLOGIQUE PLAQUETTAIRE A L’ASPIRINE A LA
PHASE AIGUE DE L’ACCIDENT VASCULAIRE CEREBRAL ISCHEMIQUE

Nom et adresse du Promoteur :
CHU de Nancy
29, avenue du Maréchal de Lattre de Tassigny - 54035 NANCY cedex

Monsieur, Madame, Mademoiselle

Votre proche a été hospitalisé dans le service de neurologie pour la prise en charge de son
accident vasculaire cérébral (AVC) ischémique. Cette maladie est due a un défaut d’apport de
sang du cerveau en raison de 1’obstruction d’un vaisseau. Afin de prévenir une récidive
thrombotique artérielle, I’aspirine est actuellement considérée comme un traitement de choix
et administrée au plus tot apres la survenue de I’AVC. Cependant, certaines de ces récidives
peuvent survenir malgré la prescription d’aspirine.

Le docteur (INOM €t PIENOM). .. ..uutt et ettt ettt et et et et et et et et e et et e e eeeeeeneaneenss
ATESSC. . .ottt
T lEPNONE. ...t
médecin investigateur, propose que votre proche participe a '« Etude de la réponse
plaquettaire a I’aspirine a la phase aigué€ de I’accident vasculaire cérébral ischémique »
L’objectif principal est d’étudier la réponse des plaquettes (= éléments du sang permettant la
coagulation) a I’aspirine pour des patients qui viennent de présenter un AVC ischémique.
Cette ¢étude devrait nous permettre de connaitre 1’effet biologique du traitement donné en
prévention d’une récidive d’accident thrombotique artériel, de le mesurer au cours du temps,
d’en déterminer les limites et de proposer d’autres stratégies thérapeutiques pour améliorer la
protection a la phase aigué de I’AVC ischémique.

Cette recherche est menée par le service de Neurologie du centre hospitalier universitaire de

Nancy.

L’¢tude se déroulera de la fagon suivante :
Apres une lecture attentive de cette note d’information, si vous acceptez que votre proche

participe, vous signerez le formulaire de consentement éclairé (en 3 exemplaires dont 1 vous
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sera remis). Le consentement de votre proche pour la poursuite de 1’étude sera sollicité apres
une information compléte quand son état le permettra.
Dans le cadre de la prise en charge habituelle de I’AVC, votre proche recevra une dose orale

de 300 mg d’aspirine au plus tot apres I’accident.

Spécifiquement pour 1’étude, nous souhaitons :
- faire 2 prélévements sanguins apres la dose d’aspirine : le premier entre 2h et 3h apres
la dose et le deuxieme entre 23h et 24h apres la dose.
- si votre proche prenait déja de I’aspirine avant I’AVC, faire un prélévement sanguin

avant la dose d’aspirine.

La participation de votre proche a cette étude sera de 24h.

Contrainte liée au protocole

Les seules contraintes sont les désagréments li€s aux ponctions veineuses réalisées.

La participation de votre proche sera enregistrée sur le fichier national des personnes se
prétant a des recherches biomédicales. Il aura la possibilité de vérifier 1’exactitude et de
rectifier les données informatisées le concernant dans ce fichier auprés du
Dr/Pr..ccceii (nom et coordonnées) ou du Ministre chargé de la santé.
La destruction de ces données s’effectuera au terme du délai prévu par le code de santé

publique.

S’il participe déja a une étude clinique ou s’il est en période d’exclusion d’une étude clinique,
il ne peut pas participer a notre recherche. Il ne pourra pas participer a une autre recherche

durant toute la période de suivi de cette étude.

Vous étes en droit d’accepter ou de refuser la participation de votre proche a cette recherche.
Si vous vous opposez a la participation de votre proche, cela n’aura aucune conséquence sur
le type et la qualité de sa prise en charge, ainsi que sur les relations avec le médecin
investigateur. S’il accepte de continuer, il pourra néanmoins quitter cette étude a tout moment
sans conséquences sur sa future prise en charge. Il pourra également sortir de 1’étude si son

médecin pense que ¢’est mieux pour lui.
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Toute nouvelle information devenant disponible au cours de I'étude et pouvant avoir des

implications sur votre proche, vous sera fournie parle Dr........................

Le Promoteur prend en charge les frais supplémentaires liés a d’éventuels fournitures ou
examens spécifiquement requis pour cette recherche. Néanmoins, pour pouvoir participer a
cette recherche, votre proche doit étre affilié ou bénéficier d’un régime de sécurité sociale. Le
DT vérifiera son affiliation a un régime de

sécurité sociale.

Conformément a la réglementation en vigueur, un contrat d’assurance a été souscrit par le

promoteur.

A T’issue de la recherche, vous et votre proche serez informés des résultats globaux de la

recherche par un courrier de I’investigateur coordonnateur, le Docteur Sébastien RICHARD.

Le Comité de Protection des Personnes Est III a émis un avis favorable a la réalisation de
cetteétude le ..oovveveeneee

La DGS a donné son autorisation pour la réalisation de cette étude le .................

En application de la loi « informatique, fichiers et liberté¢ » du 06 janvier 1978 modifiée, le
fichier informatique utilisé pour réaliser la présente recherche a fait I’objet d’une autorisation
de la CNIL (Commission Nationale Informatique et Libertés). Seules les données nécessaires
a la recherche seront recueillies. Seul votre proche aura le droit de s’opposer a ce que les
données le concernant fassent I’objet d’un traitement automatisé. Il aura a tout moment le
droit d’accéder aux données le concernant. Il aura également le droit de demander a ce que les
données inexactes ou devenues inexactes soient rectifiées. Il pourra a tout moment exercer ces
droits auprés du Dr. ... (n® de téléphone)..........coeviiiiiiiiiiiiinn,

Pour toutes les informations de nature médicale, ces droits pourront étre exercés directement

ou par I’intermédiaire du médecin de votre choix.

Toutes les données et informations concernant votre proche resteront strictement
confidentielles. Les données le concernant ne seront accessibles qu’aux personnes participant
a cette recherche et aux personnes chargées par le promoteur de controdler la qualité de 1’étude;

le cas échéant, elles pourront également étre transmises aux autorités sanitaires habilitées.
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Dans tous les cas, elles seront exploitées dans les conditions garantissant leurs

confidentialités.
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FORMULAIRE DE CONSENTEMENT POUR LE REPRESENTANT D’UN
PATIENT DANS L’INCAPACITE D’EXPRIMER SON CONSENTEMENT

Les détails concernant cette étude sont fournis dans la lettre d’information spécifique qui vous
a été remise. Lisez attentivement cette notice et posez toutes les questions qui vous
sembleront utiles. Si vous acceptez que votre proche participe a cette ¢étude, veuillez
compléter le formulaire ci-dessous.

ETUDE DE LA REPONSE BIOLOGIQUE PLAQUETTAIRE A L’ASPIRINE A LA
PHASE AIGUE DE L’ACCIDENT VASCULAIRE CEREBRAL ISCHEMIQUE

Nom et adresse du Promoteur :
CHU de Nancy
29, avenue du Maréchal de Lattre de Tassigny — 54035 NANCY cedex

Je s0uSSIZNE (€), M. it e (nom complet en
lettres capitales) agissant en qualité de parent ou de proche (rayer la mention inutile) de
M (nom complet en lettres capitales) déclare avoir
compris le but et les modalités de cette étude, qui m’ont été pleinement expliqués par le
DOCIEUT ..t

J’ai recu le formulaire d’information spécifique que j’ai eu la possibilit¢ d’étudier avec
attention.

Des réponses ont été¢ apportées a toutes mes questions. J’ai disposé¢ d’un délai de réflexion
avant de prendre ma décision.

Si j’accepte que mon proche participe a cette étude, sa participation sera enregistrée sur le
fichier national des personnes se prétant a des recherches biomédicales. Il aura la possibilité
de vérifier auprés du Dr/Pr ... (nom et coordonnées) ou
du Ministére chargé de la santé ’exactitude des données le concernant dans le fichier et la
destruction de ces données au terme du délai prévu par le code de santé publique. Il ne pourra
pas participer a une autre recherche pendant toute la période de suivi de cette étude.

J’accepte librement et volontairement que mon proche participe a cette recherche dans les
conditions précisées dans le formulaire d’information ci-joint. Le consentement de mon
proche pour la poursuite de 1’étude sera recherché apres une information compléte quand son
¢tat le permettra. S’il accepte de continuer, il demeure libre de quitter 1’étude a tout moment
sans que cela n’affecte sa prise en charge médicale ultérieure. Il en informera alors le Docteur

Le fait de ne plus participer a cette recherche ne portera pas atteinte a ses relations avec son
médecin et ne remettra pas en cause la qualité des soins ultérieurs.

J’ai été informé(e) que conformément a la réglementation sur les études cliniques, le Comité
de Protection des Personnes Est III a rendu un avis favorable pour la réalisation de cette étude
endatedu ...................... et la DGS a donné son autorisation pour la réalisation de cette
étudeendatedu ..ol
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J’ai également été informé que conformément a la loi en vigueur, un contrat d’assurance a été
souscrit par le promoteur de la recherche.

Toutes les données concernant mon proche, y compris son dossier médical, resteront
confidentielles. Je n’autorise leur consultation que par les personnes qui collaborent a la
recherche, aux personnes chargées par le promoteur de contrdler la qualité de I’étude ainsi que
par un représentant des autorités de santé.

J’accepte que les données nécessaires a la recherche soient recueillies durant la participation
de mon proche a I’é¢tude et fassent I’objet d’un traitement informatisé autorisé¢ par la
Commission Nationale Informatique et Liberté. J’ai bien été informé de la finalit¢ du
traitement (on m’a expliqué a quoi serviraient ces données) ainsi que des destinataires de ces
données.

J’ai bien noté qu’en application de la loi « Informatique et Libertés » du 6 janvier 1978
modifi¢e, je dispose d’un droit d’acceés aux données le concernant ainsi qu’un droit de
rectification. Je peux exercer ces droits a tout moment auprés du Dr. ........................ (nom
et coordonnées du responsable de la recherche).

Je donne mon consentement pour la participation de mon proche a cette recherche.

Je pourrai a tout moment demander toute information complémentaire au Dr. ...................
Ne° de téléphone ...,

Mon consentement ne décharge en rien 1’investigateur et le promoteur de 1’ensemble de leurs
responsabilités et je conserve tous mes droits garantis par la loi.

A D’issue de la recherche, nous serons informés des résultats globaux de cette recherche par un
courrier de I’investigateur principal.

A REMPLIR PAR LE REPRESENTANT (parent ou proche)

Date: .........
Lien avec 'INteresSSE(€) & .oouriintiitt ittt e e e

Signature du représentant :

A REMPLIR PAR L’ INVESTIGATEUR

Je soussigné Docteur ..........................l. (nom en lettres capitales) confirme avoir
pleinement expliqué au représentant du patient le but et les modalités de cette étude ainsi que
ses risques potentiels. Je m’engage a faire respecter les termes de ce formulaire de
consentement, conciliant le respect des droits et des libertés individuelles et les exigences
d’un travail scientifique.

N° de téléphone de I’investigateur : ............ccoviuiiiiiiiiiiiiniannnan.,

Signature de I’investigateur : Date: .cooviiiiiiiiiii

Fait en trois exemplaires dont un sera conservé par l’investigateur, un autre remis a la
personne donnant son consentement et un conservé par le promoteur.
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Summary  Levetiracetam k an antiepBeptic drog whdely prescribed. We regort here for the
first time, &n akterathon of plateiat function attributable to this dneg. This affect has never
peen reported before. The responsibitity of levetiracetam seems o be probable: restoration of
platsist functionality was ohserved after withholding this trestment and this effect has been
descrihed for & strochurally retated molecols, piracetam.
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Introduction

Levetiracetam |5 an antiepfeptic drug widely prescribed,
we report here for the first time, an alteration of platelet
function likely to be attributable to this dreg.

Case report

A T5-year-cld man was admitted with repested feft
fecte-brachial focal motor setrures. He had & history of
hy pertension, smdoking, coronary and severs peripheral arte-
riall obstructive diseases. He was on a dally dose of 75 mg of
clopidogrel. He had not recetved aspirin for the last year,
Brain MBI showed right parietal subarachnsid heemor-
rhage. Cerebral angiography did not reveal arteriovencous

* Comesponding msthor. Tef.: +33 83 15 4 13;
Faxc: +33 B3 1537 9.
E-mail address: m.boussxint-hacquardBoine-nancy. fr
M. Hacquard).

mialformation or aneurysm. Rapid introduction of levetirac-
atam up to 1 gfday ted toa reduction of setzure frequency.
Cloptdogrel was stopped and haemostasts was stisdied.

Mo abnormelities of cosgulation were detected
[aPTT = pattent 3s/mean normal time 375, PT=100%,
fibrinogen= 3.4g/L]. In order to understamnd the asticlogy
of this unusual bleeding, pr haemostasis was Investi-
gated. Platelet count (379 < 10°/L) and morphology wene
mormal, and there was po alteration in von 'Willebrnd
factor activity [wWF rstocetin cofactor activity)=-119%,
Pyl =126%]. Bleeding time (hy, horzontal incision) was not
prolonged (6min). Aggregation tests (photometric method,
Soderel Medical apgregometer, Hefllecourt, France) were
performed 4 days after stopping clopldogrel and showed an
alteration of aggregation profile in response to arachidonic
acld, ADP and collagen at low concentration. This profile
was consistent with a defect of thrombseane-dependent
platelet activation and aggregation rather than a persistent
effect of clopidogrel therapy The absence of Intake of non-
steroldal anti-inflammatory dnegs (including aspiring was
checked and aggregation testing was repeated 4 days later.
A similar pattem wes found (Fig. 13} Before concluding an

09121175 — see fromt matter © 2009 Elsevier B.Y. All rights reserved.
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Figure 1

Platelet aggregation profles measured 10 days after dopidogrel withholding and e beginning of treatment by beve-

Hracetam 1g/day A} and 21 days after levetiracetam stapping (B).

an inherited thrombopathy, we checked a possible drsg-
ineduced effect. The patlent was not taking any medication

ke to alter platelet functions. However, we suspected
an effect of levetiracetam because of its recent introdusc-
tion, antiplatelst effect described with other antieplleptic
drsgs and with pirecetam, a structoratly related molecuds.
‘wee replaced levetiracetam by lamotriging The aggregation
profile had normatized 3 weeks later (Fig. 1h). Subarschnold
haemorhage resolved spontanemsly but the patient pre-
sented anather cerebral bleeding 5 months later supgesting
cerebral amylold anglopathy. The case was reported to the
regional pharmacovigilance centre.

Discussion

It has already been described that some antlepileptic drugs,
especially valproke acld and s dertvatives, may Impair
platelet functions (Ki= et al., 1999} However, this adverse
effect has not been reported with new modecules such as lev-

etiracetam: the only heematolegical side-effect reported so
far with this drug s theombocytopenta (Kimdand et al., 2004;

Meschede et al. . 3008; Riegg et al., 2008}. Here, levetirac-
etam seemed to inhibit thromboxane-dependent platelet
activathen and aggregation. This effect has already been
reported for a structurally related molecule, the nootropic
drug piracetam (Morlaw et al., 19%3; De Smedt et al., 2007).
Total recowery of platelet function was observed 3 wieeks
after treatment substitution with another molecsle. Ho
bleeding disorder has yet been reporbed with levetiracetam
from clinical use data (Riegg et al., 2008} nor In a study
foousing on the effect of levettracetam on bleading Hme
{Boon et al., 200 ). Of note, s owr case, the platelst defect
wias idenstified by platelst apgregometry and not on the basis
aof bleeding time, which was narmal.

in conclusion, although e bleeding has been reported
with lewvetirecetam in clinbcal studies, thizs case report
qugeests that caution should be exercised when levesirac-
gtam 1. used concomitanthy with antithrombotic diogs,
taking into sccount thedr possible effects on platelet func-
tHon. This caurtion should be applied in particular with
antiplatelet agents such as clopidogrel, which do not tar-
get the thromboxane A; pathway, becawse of an expected
additive effect.
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